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RIASSUNTO 
 
Il progetto di tesi, sviluppato nell’Istituto per lo Studio degli Ecosistemi (ISE) e 
nell’Istituto di Biologia e Biotecnologia Agraria (IBBA) del CNR, ha analizzato gli 
effetti dell’arsenico sulla pianta Cannabis sativa L. per una valutazione del suo impiego 
in processi di fito-estrazione; tale tecnica si ritrova all’interno di un campo più ampio, 
quello del Fitorimedio, ovvero l’utilizzo di piante per la bonifica di matrici contaminate 
di varia natura (suolo, sedimenti, acque, etc.), spesso con l’aiuto di sostanze additive 
fornite al terreno (fito-estrazione assistita). 
Nello specifico, il lavoro sperimentale è stato condotto su canapa da fibra, Cannabis 
sativa L. var. Ferimon, cresciuta su un terreno contaminato da arsenico (As), un 
metalloide tossico e inquinante. Questo terreno è stato campionato da un’area 
industriale in cui la concentrazione di As è molto elevata (circa 2000 mg/kg). 
L’esperimento è stato attuato su scala di laboratorio attraverso l’allestimento di 
microcosmi trattati e non con un ammendante, il diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4 
0.1 M). Il fosforo P, impiegato sotto forma di anione fosfato, è un nutriente, che può 
competere con la forma maggiormente ossidata di As (arseniato), ed è considerato un 
mobilizzante del metalloide nel suolo, che può aumentare l’accumulo e l’assorbimento 
di As nella pianta. 
Il potere fito-estrattivo della pianta in esame nella bonifica del suolo, è stato valutato 
attraverso l’analisi dei seguenti parametri: l’accumulo dell’As nelle radici, fusti e foglie, 
la variazione della biodisponibilità del metalloide nel terreno e gli effetti dell’As sulla 
produzione di biomassa. 
Sono state condotte inoltre: (i) analisi biochimiche, valutando lo stress ossidativo sulle 
foglie di Cannabis sativa L., con appropriati saggi enzimatici che hanno evidenziato un 
aumento dell’attività degli enzimi coinvolti nello stress ossidativo, ad eccezione della 
catalasi; (ii) analisi sugli scambi gassosi che hanno evidenziato effetti della 
contaminazione  sulla fisiologia della pianta. 
I risultati hanno indicato come Cannabis sativa L. abbia interessanti abilità di crescita 
sul terreno oggetto di studio nonché di fitoaccumulo di As, anche se il processo dovrà 
essere ulteriormente implementato per un suo impiego in fitoestrazione. 
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Parallelamente, per valutare i possibili effetti fitotossici e genotossici della matrice 
contaminata da As, trattata e non con il KH2PO4 prima e dopo la crescita, è stato 
condotto uno studio su Vicia faba L. (pianta modello per studi di genotossicità) e su 
Cannabis sativa L.. In generale le matrici contaminate da As hanno indotto effetti 
fitotossici rilevati attraverso l’analisi di due parametri, l’indice di germinazione e la 
lunghezza della radice primaria, che sono risultati significativamente ridotti nel suolo 
contaminato da As. 
Gli effetti citotossici e genotossici sono stati valutati in seguito ad analisi citogenetica di 
un numero statisticamente significativo di apici radicali prelevati dalle piante cresciute 
sui diversi substrati. In particolare l’effetto citotossico è stato rilevato in termini di 
variazioni di attività mitotica (Indice Mitotico, IM) del meristema radicale rispetto al 
controllo; l’effetto genotossico è stato valutato tramite il test del micronucleo (MN-test) 
basato sulla frequenza di comparsa di micronuclei accessori formati da agenti 
clastogeni, in seguito a rotture del DNA. L’analisi citogenetica ha rilevato una 
diminuzione significativa dell’IM, un aumento della frequenza di anomalie 
cromosomiche e di micronuclei nei meristemi radicali esposti ai terreni contaminati 
presi in esame. 
I risultati ottenuti in questa sperimentazione pur dimostrando che il terreno analizzato 
ha proprietà genotossiche e fitotossiche, hanno indicato che la canapa, pianta nota come 
molto resistente agli stress ambientali e capace di produrre biomasse di notevoli entità, 
può rappresentare un sistema interessante, ancora da indagare ed implementare per un 
suo impiego nei progetti di bonifica di suoli contaminati da As. 
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ABSTRACT 
 
In the present study, carried out at IBBA (Institute of Agricultural Biology and 
Biotechnology) and ISE (Institute of Ecosystem Study), CNR, the effects of arsenic on 
Cannabis sativa L. was analyzed in order to evaluate the phytoextraction capacity of the 
plant. Phytoextraction is a subprocess of phytoremediation in which plants are used to 
clean up contaminated matrices of various types (soil, sediments, water, etc.). 
Additionally, additive substances are often used in phytoextraction process (assisted 
phytoextraction). 
For our experiments, plants of Cannabis sativa L., var Ferimon, were grown in a soil 
contaminated by arsenic, a polluting and toxic metalloid; the soil was sampled in a 
contaminated industrial area, where the As concentration was extremely high 
(approximately 2000 mg/kg). This soil sample was used to set up microcosms with or 
without phosphate amendment (KH2PO4 0.1 M). 
When used as phosphate, phosphorus (P) is a plant nutrient and for its chemical 
properties and similarities with As, it can compete with the most oxidized form of As 
(arsenate) in plant nutrition and with soil binding sites. Moreover phosphate is very 
important for the As mobilization in soil and consequently it can influence As 
absorption and accumulation in plants.  
The phytoextractive capacity of hemp plant has been evaluated by analyzing the 
following parameters: the bioavailability variation of As in the soil, the As content into 
the roots, stems, and leaves; the effects of As on plant biomass production.  
Results indicated that Cannabis sativa L. was able to grow on the considered  
As-contaminated soil, and it was capable to phyto-accumulate a low concentration of As 
in aerial part, so the whole phytoextraction processes will have to be implemented. 
Moreover biochemical analyses, with appropriate enzymatic assays, were carried out to 
evaluate oxidative stress on Cannabis sativa L. leaves; results suggested a general 
increase of enzymes involved in the oxidative stress response, except the catalase. In 
addition analysis of gas exchanges in leaves evidenced negative effects on plant 
physiology due to As contamination. 
Genotoxic and phytotoxic effects of different As contaminated matrices (derived from 
As polluted soil treated or not with phosphate and/or soil vegetated with hemp for 30 
days), were analyzed in Vicia faba L. (a model plant for genotoxicity study) and for 
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comparison in Cannabis sativa L.. Results indicated that the As contaminated matrices 
induced phytotoxic effects highlighted by germination index and primary root length 
reduction. 
Cytotoxic  and genotoxic effects were evaluated by means of cytogenetic analyses of a 
statistically significant number of plant root apices derived from the different 
treatments. Cytotoxic effect was determined considering the variation of mitotic activity 
(Mitotic Index, MI) of plant meristems in comparison with control plant; genotoxic 
effect was estimated by micronucleus test (MN-test), a test based on the appearance of 
micronuclei as a results of DNA breakage caused by clastogenic agents. 
Cytogenetic analysis revealed the significant decrease of MI, the increase of 
chromosome anomalies and micronuclei in the root meristems from plants exposed to 
As contaminated soil. 
As a whole, the results obtained in this work indicated that the hemp, being a very 
resistant plant to environmental stresses and capable of producing a large biomass, can 
represent an interesting system, yet to be investigated and implement for its use in 
remediation projects of As contaminated soils. 
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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 INQUINAMENTO DEL SUOLO 
L’inquinamento ambientale è uno dei problemi più rilevanti e attuali del nostro pianeta 
a diffusione globale, riscontrabile a livello atmosferico, nel suolo e nell’acqua, 
coinvolgendo quindi tutte le cosiddette matrici ambientali. Una delle maggiori cause di 
inquinamento è il fattore antropico, inteso come attività industriale, di combustione del 
carbonio e di attività agricola, che porta al rilascio (spesso incontrollato) di sostanze 
inquinanti nell’ambiente.  
La matrice suolo è una delle componenti ambientali che più fortemente rimane 
contaminata poiché, essendo una matrice solida, accumula con il tempo gli agenti 
tossici rilasciati nell’ambiente alterando gli ecosistemi terrestri e di conseguenza avendo 
un effetto negativo sul benessere dell’uomo e sulle sue attività. L’importanza di 
recuperare i terreni contaminati, invece di dismetterli nelle discarica, ha come base il 
fatto che il suolo ha una lenta formazione e rigenerazione, per cui può essere 
considerato una fonte non rinnovabile (Petruzzelli, 2009). 
 Gli agenti tossici presenti nel suolo possono poi essere trasferiti in matrici diverse, 
come ad esempio nelle falde acquifere, aumentandone la dispersione ambientale e di 
conseguenza la probabilità di contaminazione per gli esseri viventi. Ovviamente un 
fattore rilevante è la natura chimica del composto tossico e la sua biodisponibilità nel 
terreno.  
Il Codice dell’Ambiente (D. Lgs. 152/06) definisce un sito contaminato “un sito nel 
quale i valori delle concentrazioni soglia di rischio (CSR1), determinati sulla base dei 
risultati del piano di caratterizzazione, risultano superati” (D. Lgs. 152/06, Parte IV, 
Titolo V art.240, com.1e). In un sito contaminato o potenzialmente contaminato 
l’analisi di rischio considera i seguenti tre parametri, ovvero la presenza di una sorgente 
di contaminazione, le vie attraverso cui il contaminante si può diffondere ed in ultima 
analisi l’esistenza di corpi recettori viventi o no, che ne possano venire minacciati 
                                               
1CSR: Concentrazione Soglia di Rischio: “I livelli di contaminazione delle matrici ambientali, da 
determinare caso per caso con la procedura di analisi di rischio sito specifica e sulla base dei risultati del 
piano di caratterizzazione, il cui superamento richiede la messa in sicurezza e la bonifica”. (D.Lgs. 152/06 
Parte IV, Titolo V, art. 240 comma 1c). 
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(eccezioni a riguardo possono essere concentrazioni di alcune sostanze che in natura 
superano i valori soglia, e sono definite “valori di fondo”, che devono essere tenute in 
considerazione nella valutazione del rischio) (Berselli, 2006). 
 
 
1.1.1 Il Sito di Interesse Nazionale (SIN2) di Massa 
Il terreno contaminato preso in esame in questa tesi, si identifica nel Sito di Interesse 
Nazionale ai fini di bonifica (SIN) di Massa Carrara (L. 426/98, Gazzetta Ufficiale n. 
291 del 14.01.1998; Decreto Ministeriale 21/12/99, G.U. n. 25 del 01.02.2000), ubicato 
all’interno dell’unità territoriale della Pianura Apuana, compreso tra i comuni di Massa 
e Carrara, con un’estensione complessiva di circa 3500 ettari dove si sono sviluppate 
per molti decenni attività industriali inquinanti per l’ambiente e nocive per la salute dei 
cittadini. Tali attività hanno contribuito alla contaminazione di tutto il SIN. 
 
Per un futuro intervento di bonifica riguardante questo sito è stato condotto in parte un 
progetto di fattibilità presso l’ISE (Istituto per lo Studio degli Ecosistemi) del CNR di 
Pisa. Il sito si presenta come deposito di scarti di lavorazione industriale, che hanno 
causato una contaminazione da sostanze inorganiche, tra cui l’arsenico, caratterizzato da 
una estrema eterogeneità. 
 
 
 
 
 
 
                                               
2SIN: Siti di Interesse Nazionale: I Siti d’Interesse Nazionale, ai fini della bonifica, sono individuabili in 
relazione alle caratteristiche del sito, alle quantità e pericolosità degli inquinanti presenti, al rilievo 
dell’impatto sull'ambiente circostante in termini di rischio sanitario ed ecologico, nonché di pregiudizio 
per i beni culturali ed ambientali. (Art. 252, comma 1 del D.Lgs. 152/06 e ss.mm.ii.). 
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1.1.2 Arsenico 
L’arsenico è l’elemento chimico di numero atomico 33. Il suo simbolo è As. E’ un 
metalloide del V gruppo della tavola periodica degli elementi, che si presenta in natura 
generalmente combinato con altri elementi a formare composti organici ed inorganici 
sotto quattro diversi stati di ossidazione: -3 (arseniuri), 0, +3 (arseniti), +5 (arseniati).  
E’ un metalloide non essenziale e tossico, che può ritrovarsi naturalmente nell’ambiente 
grazie a processi di pedogenesi, all’attività biologica e vulcanica. Di norma le 
concentrazioni raggiunte  per diffusione naturale non sono tossiche mentre lo sono 
decisamente le contaminazioni di derivazione antropica, per mobilitazione di tale 
elemento chimico in maniera massiva durante i processi  di attività mineraria e di 
fusione dei metalli, la combustione di rifiuti, la combustione di carbone, l’applicazione 
di insetticidi, erbicidi e fungicidi e fertilizzanti contenenti As. Lo stesso terreno 
contaminato da arsenico può fungere da sorgente, per l’ulteriore dispersione ambientale, 
incrementandone gli aspetti negativi sull’ecosistema (Morin e Calas, 2006). 
1.1.3 Arsenico nel suolo 
L’arsenico si ritrova ubiquitariamente in traccia come costituente principale di molti 
minerali (arseniati, solfati, arseniti, ossidi e silicati). Il più abbondante minerale 
dell’arsenico è l’arsenopirite (FeAsS) (Smedley and Kinninburgh, 2002). Esistono varie 
forme di As nel suolo, suddivise in prima analisi tra forme organiche ed inorganiche. I 
composti organici dell’As si possono formare grazie all’attività di batteri o funghi che 
biometilano (aggiungono CH3 attraverso l’attività biologica) l’elemento in condizioni 
ossidanti formando l’acido monometilarsinico (MMA), oppure l’acido dimetilarsinico 
(DMA) o l’ossido di trimetilarsina (TMASO) (Fitz and Wenzel, 2002). Queste molecole 
si trovano in concentrazioni minime, infatti forme di arsenico prevalenti nel suolo sono i 
composti inorganici. Sono presenti in minerali ferrosi e solfuri di origine vulcanica 
come l’arsenopirite (FeAsS), e le principali forme sono rappresentate dall’arseniato (V) 
e dall’arsenito (III) (Manning and Goldberg, 1997). In generale i composti inorganici 
sono più pericolosi dei composti organici, ed inoltre la forma arsenito (III) risulta essere 
più tossica dell’arseniato (V) (Adriano, 2001). Il comportamento dell’As e la sua 
reattività, dipendono molto dal contesto generale, come la tessitura del suolo 
(percentuale di sabbia, limo e argilla), il pH (diversi pH mobilizzano diverse forme di 
As), il potenziale redox e la competizione tra ioni (Adriano, 2001). E’ importante 
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definire un quadro generale di caratterizzazione della forma chimica dell’arsenico e del 
suolo per la comprensione dei meccanismi di biodisponibilità del metalloide nel sistema 
suolo-acqua-pianta. 
 
1.1.4 Interazione tra arsenico e fosforo 
Questi due elementi, As e P, appartengono al quinto gruppo della tavola periodica, e 
presentano una configurazione elettronica simile. A livello anionico, sia lo ione 
arseniato (AsO4
3-) che lo ione fosfato (PO4
3-) presentano un comportamento analogo, 
soprattutto in ambienti aerobici, poiché vengono adsorbiti dalle stesse componenti del 
suolo, formando legami molto stabili con i siti disponibili delle particelle del suolo. 
Inoltre, in alcuni studi è stato dimostrato che lo ione fosfato si comporta da antagonista 
nei confronti dell’As pentavalente, ovvero è in grado di sostituire lo ione arseniato 
AsO4
3- adsorbito sui siti attivi del terreno, mobilizzando quest’ultimo (Tassi et al.,  
2004). E’ importante sottolineare, che pur avendo un comportamento chimico simile, 
l’As è un elemento tossico mentre il P è essenziale per le piante. Perciò questo comporta 
che la considerevole aggiunta di fertilizzanti fosfatici (utilizzati in agricoltura) può 
avere una funzione nel rilasciare ioni arseniato e arsenito, incrementandone la 
mobilizzazione, la solubilità e la fitodisponibilità, visto che anche per le piante risulta 
difficile discernere tra i due anioni (Peryea, 1991). Lo studio dell’interazione tra questi 
elementi è perciò importante per comprendere i meccanismi di assorbimento e 
accumulo nelle piante. E’ stato inoltre osservato che l’incremento della solubilità 
dell’arseniato nel suolo determina una diminuzione nell’assorbimento di fosfato da 
parte delle piante (Meharg and Macnair, 1994; Gao and Mucci, 2001), poiché 
l’arseniato segue il sistema di trasporto del fosfato attraverso l’utilizzo delle proteine di 
trasporto del fosforo (Pht, Pht-1 like family) a livello della membrana delle cellule 
radicali (Wu et al., 2011). L’Arsenico quindi, entrato a livello del citoplasma può 
competere con il fosfato, sostituendosi con quest’ultimo e andando ad inibire la sintesi 
di ATP o in generale ad alterare il metabolismo del fosfato. L’aumento della 
disponibilità di fosfato per le piante può contrastare gli effetti di fitotossicità dell’As. 
Tuttavia, quando il metalloide è presente ad elevate concentrazioni nel medium di 
crescita, il fosfato non è in grado di impedire il manifestarsi di sintomi di tossicità nelle 
piante (Finnegan e Chen, 2012). 
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1.2 L’ARSENICO E L’UOMO 
 
L’arsenico può essere presente naturalmente nelle diverse matrici ambientali (suolo, 
acqua, aria), o come risultato di un evento contaminante, a cui anche l’uomo può essere 
esposto (Mandal and Suzuki, 2002). Su scala mondiale, l’As presente nelle acque 
potabili contaminate rappresenta la maggior fonte di esposizione, che provoca alti tassi 
di mortalità e di malattie, come epatotossicità, ematotossicità, neurotossicità, debolezza 
muscolare, irritazione cutanea. Si stima che 30 milioni di persone vengono esposte ad 
acque contaminate con arsenico, e un quarto di queste mostra sintomi cronici associati a 
tempi di esposizione molto lunghi, in almeno cinque paesi nel sud dell’Asia, come il 
Bangladesh, l’India, il Nepal, la Thailandia e il Myanmar (Caussy, 2003).  La WHO, 
l’organizzazione per la salute mondiale, raccomanda un livello massimo di arsenico 
nelle acque di 10 μg L-1. 
Il suolo e l’acqua sono le principali fonti di esposizione dell’uomo all’arsenico, sia per 
consumo di cibi contaminati, che per inalazione o contatto diretto con la pelle. 
L’accumulo dell’arsenico nella verdura e nella frutta, che vengono coltivate su suoli 
contaminati o irrigate con acque contaminate, rappresenta un importante modalità di 
trasferimento dell’As verso la catena alimentare (Moreno-Jiménez et al., 2012).   
Gli effetti dell’arsenico sulla salute umana possono essere molto diversi in base allo 
stato di ossidazione dell’arsenico contenuto nella sostanza con la quale si è venuti a 
contatto, ad esempio per ingestione, come le forme inorganiche trivalente o 
pentavalente. Questi due tipi di forme chimiche vengono assorbite nel tratto 
gastrointestinale, dal quale raggiungono poi, attraverso la circolazione sanguigna gli 
altri tessuti ed organi, dove si possono accumulare, causando la formazione di neoplasie 
a polmoni, cute, reni e fegato. Durante il trasporto l’As può subire anche un processo di 
detossificazione dove può trasformarsi, ad esempio, attraverso reazioni di riduzione, 
dalla forma pentavalente a quella trivalente, oppure di metilazione ad acido 
monometilarsonico (MMA) e ad acido dimetilarsinico (DMA), specie chimiche che più 
facilmente possono essere escrete.  
Si stima che venga diffusa annualmente nell’ambiente una quantità tra le 75 e le 100 x 
103 tonnellate di arsenico (Adriano, 2001). 
L’APAT (Agenzia per la Protezione dell’Ambiente e per i Servizi Tecnici) del  
Dipartimento della Difesa del Suolo / Servizio Geologico D’Italia Servizio Tecnologie 
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del sito e Siti Contaminati, osserva i limiti di legge per la concentrazione dell’arsenico 
nel suolo (D.Lgs. 152/06 emanato dal Ministero):  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 1: Valori tabellari di As espressi in mg/kg di sostanza secca. 
 
 
 
Se in un dato sito si superano tali concentrazioni, vengono iniziate le procedure 
burocratiche per le analisi di caratterizzazioni del suolo ai fini di bonifica.  
 
 
 
 
 
 
 
  
  
As mg/kg 
(sostanza secca) 
siti ad uso verde pubblico, 
privato e residenziale 
 
20 
siti ad uso commerciale e 
industriale 
 
50 
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1.3 TECNICHE DI BONIFICA 
Il suolo è definito come la parte più superficiale della crosta terrestre. Ricopre un ruolo 
molto importante sia da un punto di vista ambientale, poiché accoglie micro, meso e 
macrofauna terricola, che da un punto di vista economico, poiché sfruttato sia a livello 
agricolo che industriale. Molto spesso l’attività antropica tende ad alterare gli equilibri 
ecologici, soprattutto attraverso gli inquinanti immessi nel suolo. Quest’ultimo infatti 
rappresenta un filtro per le sostanze tossiche, riuscendo a immobilizzare i contaminanti, 
impedendone in parte la diffusione ad altri compartimenti ambientali, come ad esempio 
le falde acquifere. Un suolo, quando contaminato, (definizione già esposta in 
precedenza nel Capitolo 1, paragrafo 1.1) può essere bonificato,  ovvero possono essere 
eseguiti, come espletato nell’Art. 240 comma 1 “p” del Codice Ambientale “l’insieme 
degli interventi atti ad eliminare le fonti di inquinamento e le sostanze inquinanti o a 
ridurre le concentrazioni delle stesse presenti nel suolo, nel sottosuolo e nelle acque 
sotterranee ad un livello uguale o inferiore ai valori delle concentrazioni soglia di 
rischio (CSR)” (D. Lgs. 152/06, Parte IV, Titolo V). 
Prima di effettuare un intervento di bonifica è necessario eseguire un’analisi 
preliminare, dove si valutano le migliori tecniche da mettere in pratica in base alle 
caratteristiche sito-specifiche del suolo, al tipo e grado di inquinamento, e alle vie di 
esposizione per la popolazione. La scelta si basa anche sui costi di attuazione del 
progetto di bonifica, sui tempi di realizzazione e sugli effetti secondari di impatto 
ambientale.  
Secondo l’art. 240 del T.U. (Testo Unico; D. Lgs. 152/06), rispettivamente alle lettere 
“n”, “o” e “p” del comma 1, si possono avere tre possibili obiettivi in presenza di un sito 
contaminato: 
 n) messa in sicurezza operativa: l'insieme degli interventi eseguiti in un sito con 
attività in esercizio atti a garantire un adeguato livello di sicurezza per le 
persone e per l'ambiente, in attesa di ulteriori interventi di messa in sicurezza 
permanente o bonifica da realizzarsi alla cessazione dell'attività. Essi 
comprendono altresì gli interventi di contenimento della contaminazione da 
mettere in atto in via transitoria fino all'esecuzione della bonifica o della messa 
in sicurezza permanente, al fine di evitare la diffusione della contaminazione 
all'interno della stessa matrice o tra matrici differenti. In tali casi devono essere 
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predisposti idonei piani di monitoraggio e controllo che consentano di 
verificare l'efficacia delle soluzioni adottate; 
 o) messa in sicurezza permanente: l'insieme degli interventi atti a isolare in 
modo definitivo le fonti inquinanti rispetto alle matrici ambientali circostanti e a 
garantire un elevato e definitivo livello di sicurezza per le persone e per 
l'ambiente.  
In tali casi devono essere previsti piani di monitoraggio e controllo e limitazioni 
d'uso rispetto alle previsioni degli strumenti urbanistici; 
 p) bonifica: l'insieme degli interventi atti ad eliminare le fonti di inquinamento e 
le sostanze inquinanti o a ridurre le concentrazioni delle stesse presenti nel 
suolo, nel sottosuolo e nelle acque sotterranee ad un livello uguale o inferiore ai 
valori delle concentrazioni soglia di rischio (CSR).  
In relazione a quanto detto è quindi importante rilevare il tipo di tecnologia da attuare in 
base al modo in cui si vuole agire sul contaminante. Quest’ultimo infatti può essere:  
 Trasformato: ad esempio si semplificano le strutture organiche complesse a 
strutture più semplici, fino talvolta alla loro completa mineralizzazione;  
 Rimosso: se non fosse possibile la degradazione, si può effettuare solo la 
separazione dell’inquinante dalla matrice contaminata; 
 Immobilizzato: se le trasformazioni sopra citate non possono essere compiute, ci 
si limita all’immobilizzazione per evitare un’ulteriore propagazione del 
contaminante.  
 
Le tecnologie di bonifica ambientale si basano su diversi tipi di trattamenti che si 
possono eseguire sul terreno e quindi sul contaminante che si trova all’interno. Questi 
trattamenti possono essere di tipo (Barbafieri, 2005):  
 Fisico; 
 Chimico; 
 Termico; 
 Biologico. 
Tra i trattamenti citati di carattere biologico, si ritrova il fitorimedio, dove si utilizzano 
le piante nei processi di rimozione di contaminanti. Si includono anche metodi di 
biorisanamento che sfruttano soprattutto la capacità dei microrganismi di trasformare il 
materiale inquinante. Questo tipo di approccio promuove la mineralizzazione o la 
trasformazione del contaminante in forme meno tossiche e meno biodisponibili. Il 
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vantaggio principale è sicuramente il potenziale effetto benefico sul mantenimento della 
fertilità del terreno, complice la non invasività dei processi. Come svantaggio si ha 
l’intervallo temporale, poiché lento ed influenzato dalle condizioni ambientali (Cao et 
al., 2002; Minello, 2010; Di Gregorio et al., 2006).  
 
1.3.1 Fitorimedio 
Il fitorimedio dal greco φυτον (phytos, pianta) e dal latino remedium (risanare) è una 
tecnologia utilizzata come sistema di decontaminazione per diversi tipi di matrici 
(suolo, sedimenti e acque di superficie), che sfrutta la fisiologia delle piante. Le piante 
possono esercitare la loro funzione in situ, in maniera semplice e a basso costo, sia su 
inquinanti di tipo inorganico, come metalli pesanti, metalloidi, eccessi di salinità, 
oppure di tipo organico, come idrocarburi, composti volatili, petrolio greggio, pesticidi 
e miscele esplosive. Grazie alle differenti attività fisiologiche riscontrabili nelle specie 
vegetali e all’interazione tra queste e la matrice da trattare, si possono associare anche 
diverse tecniche di decontaminazione, di cui l’EPA-US (United States-Environmental 
Protection Agency ) ha individuato diverse sottocategorie del fitorimedio (Adams et al., 
2000; EPA-US, 2006): 
 Fitoestrazione: utilizzo sia di piante specifiche, dette iper-accumulatrici, che di 
crop plants (piante ad impiego agronomico), dove entrambe assimilano i 
contaminanti inorganici, li traslocano all’interno del tessuto vegetale, 
rimuovendoli dalla matrice contaminata una volta effettuata la raccolta;  
 Fitostabilizzazione: sfrutta l’azione degli apparati radicali delle piante per 
ridurre la disponibilità dei contaminanti, riducendone il rischio e la diffusione ad 
altre matrici; 
 Fitodegradazione: consiste nell’assorbimento diretto dei composti organici da 
parte della pianta, sfruttando la sua capacità ad accumularli, trasformarli a 
sostanze meno tossiche e immagazzinarli nei vacuoli o nei tessuti del vegetale; 
 Rizodegradazione: sfrutta l’attività biologica simbiotica tra le piante e i 
microrganismi presenti nella rizosfera (micro-habitat che si estende da 1 a 3 mm 
dalla superficie delle radici) per rimuovere i contaminanti organici; 
 Fitovolatilizzazione: il contaminante deve essere disciolto nella matrice, in modo 
tale da essere assorbito dall’apparato radicale. In un secondo momento, dopo 
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essere stato traslocato nella parte aerea viene rilasciato come componente 
volatile nell’atmosfera attraverso il processo traspirativo. 
Queste tecnologie possono essere attuate singolarmente o in relazione tra loro, oppure, 
se si ha un caso di eccessiva contaminazione, come ultimo trattamento dopo altre 
metodologie più tradizionali. 
I vantaggi del fitorimedio come già indicato, sono senza dubbio il basso impatto 
economico rispetto ad altri interventi di bonifica, la non invasività, il ripristino 
paesaggistico, il mantenimento della fertilità del terreno, dell’attività e della diversità 
dei microrganismi nel suolo. Il fitorimedio può presentare anche degli svantaggi come 
ad esempio, i tempi lunghi per l’effettivo risanamento, dovuti al ciclo di vita stesso della 
pianta o la probabile incompleta trattabilità del contaminante, se poco biodisponibile o 
inaccessibile alle radici. Per questi motivi, prima di intraprendere un processo di 
fitorimedio, devono essere fatte analisi preliminari, dove si effettua una valutazione 
dell’applicabilità di una singola strategia per volta, con dei test in laboratorio ed 
esperimenti in impianti pilota, volti a caratterizzare il suolo e scegliere la specie 
vegetale più idonea (Barbafieri et al., 2013). E’ da sottolineare che ogni intervento di 
bonifica risulta essere sito-specifico, poiché possono presentarsi innumerevoli variabili. 
Dopo aver scelto la possibile specie vegetale, vengono allestite le varie prove: 
 Prove di crescita in microcosmo: si utilizza una quantità di terreno ridotta (50-
200 g) posta all’interno di un contenitore a sistema semi-chiuso. Le prove 
vengono condotte in condizioni di temperatura, luce ed umidità controllate, in 
una cella climatica. Si ottiene così una rapida risposta della pianta al terreno sul 
quale cresce (circa 30-40 giorni). Consentono un rapido screening di diverse 
specie vegetali e/o trattamenti; 
 Prove di crescita in mesocosmo: rappresentano il secondo step dell’esperimento 
di bonifica. Avviene in vasi più grandi, con una quantità maggiore di terreno (5-
30 kg) e le piante vengono fatte crescere fino a completo ciclo vegetativo. I vasi 
in PVC hanno un foro alla base, per la raccolta e l’analisi del lisciviato; 
 Prova in campo, ovvero in situ per l’ultima valutazione di reale efficienza dei 
protocolli pianta più eventuale additivo selezionati nelle fasi di studio 
precedenti. 
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Come già esposto in precedenza, tra le tecnologie di fitorimedio si ha una green solution 
spesso utilizzata per siti contaminati da metalli pesanti o metalloidi, nella fitoestrazione. 
 
1.3.2 Fitoestrazione 
La fitoestrazione è una tecnica che sfrutta la propensione delle piante iper-accumulatrici 
e non ad assimilare contaminanti inorganici, come metalli pesanti o metalloidi (Ag, As, 
Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se e Zn), dagli strati superficiali del suolo 
contaminato. A tale scopo sono utilizzate specie vegetali capaci di produrre un’elevata 
biomassa, di avere cioè una crescita vigorosa, ma anche una facile asportabilità al 
momento della raccolta e un elevato accumulo di metalli nell’apparato aereo 
(Petruzzelli et al., 2010). Questa applicazione si basa sull’assimilazione da parte 
dell’apparato radicale e l’accumulo nei tessuti vegetali della parte epigea della pianta di 
contaminanti, che in questo modo sono allontanati dal suolo (Baker, 1999). Le piante 
devono essere scelte secondo validi criteri che includono aspetti chimici, fisici e 
biologici, come ad esempio, la capacità di rimozione dell’inquinante (tra i 1000 e 10000 
mg/kg), il fattore di bioaccumulo (calcolato secondo il rapporto tra la quantità del 
contaminante presente nella pianta dopo la crescita e il contenuto dello stesso nel 
terreno contaminato prima del trattamento) e produttività in termini di biomassa, che 
deve essere elevata per avere un maggiore asporto del contaminante. Una volta 
effettuata la raccolta, infatti, si rimuove la biomassa contenente l’inquinante ed entrambi 
vengono smaltiti come rifiuti tossici. La fitoestrazione però, in questo senso, riduce i 
costi sia del trattamento del sito inquinato, sia dello smaltimento per la quantità minore 
di rifiuto, rispetto ad esempio ad un’escavazione e rimozione dell’intera matrice 
contaminata. Nel caso di inquinanti inorganici come metalli o metalloidi è perciò da 
preferire alle dispendiose tecniche tradizionali (Petruzzelli, 2009).  
Ad oggi, si indica il tempo di 5 anni come periodo necessario per la bonifica tramite la 
tecnica di fitoestrazione. 
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Il processo di fitoestrazione può essere suddiviso in due sottocategorie: 
 Fitoestrazione continua: è il caso dell’utilizzo di piante iper-accumulatrici, che 
naturalmente tendono ad assimilare e accumulare elevate quantità di metallo 
durante l’intera fase di crescita (Salt et al.,1998; Gonnelli et al., 2009). Sono 
piante che hanno sviluppato le proprie capacità fisiologiche, come ad esempio 
un’elevata efficienza dei meccanismi di detossificazione. Spesso sono 
caratterizzate però da un lento ciclo vegetativo e da una ridotta produzione di 
biomassa, per cui ne risulta difficoltoso l’utilizzo nella tecnologia (Figura 1)  
(Persans and Salt, 2000).  
 
Figura 1: Fitoestrazione continua. La linea tratteggiata indica la fase di crescita della pianta, mentre la 
linea continua il bioaccumulo del metallo/metalloide nei tessuti vegetali. La raccolta avviene al termine 
del massimo sviluppo vegetale (Immagine modificata da Salt et al.,1998). 
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 Fitoestrazione assistita: è il caso dell’utilizzo di piante “non iperaccumulatrici”, 
ma caratterizzate da un veloce sviluppo ed elevata produzione di biomassa, 
facili da coltivare ma richiedono l’ “assistenza”  di specifici additivi, che 
inducono un importante accumulo del contaminante. Spesso infatti vengono 
aggiunti, per ottimizzarne i risultati, degli agenti mobilizzanti, che solubilizzano 
i metalli o i metalloidi, oppure microrganismi, che producono fattori di crescita 
utili per la pianta. In questo modo viene aumentata la biodisponibilità degli 
inquinanti, favorendo il processo di assimilazione da parte dell’apparato 
radicale (Lasat, 2002). Nella Figura 2  si può notare che quando i mobilizzanti 
vengano applicati al suolo, ad esempio al termine della fase di accrescimento 
vegetativo, l’assorbimento della pianta inizia a seguire un andamento 
esponenziale, fino ad un plateau, dove la concentrazione di metalli all’interno 
della pianta è stabilizzata e si può passare alla raccolta del materiale vegetale. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Fitoestrazione assistita. La linea tratteggiata indica la fase di crescita della pianta, mentre la linea 
continua rappresenta la concentrazione di metallo nella pianta, che aumenta con l’aggiunta del mobilizzante 
(Immagine modificata da Salt et al.,1998). 
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1.4 TEST DI FITOTOSSICITA’ e  GENOTOSSICITA’  
 
L’ecotossicologia è una disciplina scientifica che studia gli effetti di potenziali sostanze 
tossiche sugli ecosistemi, seguendo metodi e concetti propri della tossicologia, 
dell’ecologia e della chimica ambientale.  
I saggi ecotossicologici prevedono l’utilizzo di diversi organismi viventi, 
microrganismi, animali e vegetali, utilizzati come bioindicatori, per determinare gli 
effetti indotti dalla sostanza tossica in seguito all’esposizione. La valutazione dei 
sintomi o endpoints presi in considerazione, possono variare a seconda dell’organismo 
utilizzato nel saggio eco-tossicologico; generalmente vengono valutati parametri legati 
alla vitalità, allo sviluppo e ai possibili danni al patrimonio genetico anche in relazione 
alla durata del trattamento (Maffiotti e Bona, 1997). 
I saggi di fitotossicità e genotossicità in cui si utilizzano le piante come organismi test 
sono molto importanti quando si devono valutare contaminazioni della matrice suolo 
(matrice con cui la pianta prende direttamente contatto attraverso l’apparato radicale) e 
seguire le modifiche del potenziale tossico delle matrici in seguito a opere di bonifica su 
terreni contaminati. Questi saggi prevedono lo studio di effetti, o endpoints, diversi, 
andando a valutare parametri fisiologici e morfologici (effetti fitotossici) o possibili 
danni al patrimonio genetico (effetti genotossici) a tempi diversi di esposizione, 
esposizione breve (danno acuto) e prolungata (danno cronico) (Martignon, 2009). 
La valutazione del potenziale fitotossico e genotossico di contaminanti ambientali 
effettuato su pianta, trova generalmente corrispondenza con gli effetti causati su sistemi 
animali, rivelandosi talvolta più sensibile (Blinova 2004; Arambasȋc et al., 1995) e può 
essere quindi un importante strumento di indagine anche  per la tutela della salute 
umana. 
I saggi di fitotossicità prevedono l’uso di piante test idonee allo scopo, come Lepidium 
sativum L., Cucumis sativus L. tra le dicotiledoni e Sorghum bicolor L. tra le 
monocotiledoni, che generalmente rispondono bene ai trattamenti con agenti tossici di 
diversa natura (Baudo et al., 2007). I test di fitotossicità prendono in considerazioni 
endpoints come germinazione e allungamento radicale, solitamente rilevati al 3° giorno 
di esposizione, valutando quindi gli effetti acuti, oppure gli effetti cronici  attraverso 
parametri di crescita e produzione di biomassa dopo esposizioni molto più lunghe 
(Martignon 2009). 
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I test di genotossicità sono invece mirati alla valutazione degli effetti delle sostanze 
potenzialmente tossiche sul patrimonio genetico dell’organismo considerato. Numerosi 
lavori in letteratura (Grant, 1994; Ma et al., 1995; Cotelle et al., 1999; Leme et al., 
2009) indicano che piante come Vicia faba L. e Allium cepa L. possono costituire specie 
modello per studi di genotossicità. 
In particolare V. faba, pianta della famiglia delle Leguminose o Fabaceae, è stata 
adottata per numerosi studi di genotossicità indotti da contaminanti ambientali di 
diversa natura (Giorgetti et al., 2011; Barbafieri and Giorgetti, 2016; Ruffini 
Castiglione et al., 2014, Ruffini Castiglione et al., 2016) e proposto come test standard 
internazionale ISO 29200 (Cotelle et al., 2015). 
Infatti la pianta V. faba (2n= 12) si presta molto bene all’indagine citogenetica, avendo 
cromosomi molto grandi,  permettendo quindi un facile riconoscimento delle possibili 
anomalie cromosomiche indotte dai diversi trattamenti.  
Le anomalie o aberrazioni cromosomiche derivano da alterazioni e danneggiamento 
della struttura dei cromosomi e della cromatina e spesso sono la conseguenza di rotture 
del DNA a doppio filamento non riparato o riparato in modo non opportuno. Le 
estremità cromosomiche frammentate, senza la protezione dei telomeri (parti terminali 
dei cromosomi), possono diventare “appiccicose”, ossia “sticky” e si possono fondere 
con altre porzioni di cromosomi danneggiati. Il risultato di tali riarrangiamenti 
cromosomici può portare alla formazione di frammenti acentrici e ponti cromosomici 
dicentrici, frequentemente osservati nelle cellule mitotiche durante il primo ciclo 
cellulare dopo il trattamento con un agente genotossico. Inoltre si possono avere disturbi 
o non formazione del fuso mitotico impedendo la corretta ripartizione dei cromatidi 
fratelli nelle due cellule figlie con comparsa di c- metafasi (metafasi colchicine-like) e 
conseguente formazione di cellule aneuploidi o poliploidi (Maluszynska and Juchimiuk, 
2005). 
La comparsa di anomalie cromosomiche, in particolare la formazione di frammenti 
acentrici dovuti alle rotture, genera la successiva comparsa  di micronuclei (MN) 
all’interfase immediatamente successiva (Apat 2005). I micronuclei furono osservati per 
la prima volta prima degli anni ’50 del secolo scorso nel citoplasma di eritrociti di 
mammiferi ed in seguito in cellule embrionali di ratto, di topo e negli apici radicali di V. 
faba (Thoday,1951).  
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In generale il test del micronucleo, effettuabile in organismi animali o vegetali, è facile 
da applicare, poiché non richiede l’allestimento di colture cellulari, non è rilevante il 
numero di cromosomi della specie e non presenta eccessive difficoltà di riconoscimento 
al microscopio. 
V. faba è utilizzata come specie vegetale modello per le analisi citogenetiche e per 
l’esecuzione del test del micronucleo (MN-test), dove entrambi i test vengono effettuati 
a livello delle cellule meristematiche della radice (primaria o secondaria) esposte ai 
diversi trattamenti. Il MN-test consiste nella determinazione della percentuale di 
micronuclei indotti dal trattamento con agenti genotossici. I micronuclei appaiono 
quindi come dei piccoli nuclei accessori, morfologicamente simili al nucleo principale 
ma di dimensioni molto ridotte e variabili. 
Il test del MN in V. faba grazie alla sua sensibilità, affidabilità e al basso costo 
dell’intera prova, rappresenta un ottimo sistema per gli studi di monitoraggio 
ambientale.  
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1.5 L’ARSENICO E LA PIANTA 
 
L’arsenico che si ritrova nel suolo o nell’acqua, è soggetto ai processi di assorbimento 
della pianta, principalmente tramite le radici, sebbene non sia un elemento essenziale. In 
generale, il processo è controllato da molti fattori, tra i quali l’assorbimento delle radici, 
la traslocazione di arsenico dalle radici ai germogli, la fitotossicità presente già a basse 
concentrazioni, ed in ultima analisi la biodisponibilità di arsenico nel suolo (Wang et al, 
2002). Dal momento che l’As ha un’elevata fitotossicità, si riscontra la presenza di 
piante che riescono o meno a sopravvivere, se poste su terreni contaminati da arsenico, 
definite come piante tolleranti e piante non tolleranti (Meharg and Hartley-Whitaker, 
2002).  All’interno del gruppo delle piante tolleranti, si possono definire ulteriori 
categorie, come ad esempio:  
1) Piante escludenti, che mantengono una bassissima concentrazione del 
metalloide, qualunque sia il livello di contaminazione nel suolo;  
2) Piante iperaccumulatrici, che hanno elevata propensione ad assimilare arsenico, 
che vengono poi, successivamente traslocati all'interno di tutti i tessuti della 
pianta stessa (Baker et al.,2000). Una pianta iperaccumulatrice di arsenico nota è 
la Pteris vittata L..(Ma et al., 2001; Forino et al., 2012; Barbafieri et al., 2012). 
Le piante hanno meccanismi efficienti per modificare la solubilità e la disponibilità 
degli elementi minerali nel suolo, avendo un’influenza diretta sulle condizioni 
biogeochimiche del suolo, ovvero nella rizosfera. Per esempio, gli essudati organici e le 
molecole organiche a basso peso molecolare permettono la mobilitazione dei nutrienti, 
che sono disponibili solo in piccole quantità nel suolo, rendendo così gli anioni (fosfati) 
e i cationi (Fe, Cu) più disponibili. Rilasciando acidi organici infatti, le piante possono 
andare ad alterare il pH della rizosfera, oppure stabilire relazioni simbiotiche più 
efficienti con i microrganismi (funghi e batteri) (Moreno-Jiménez et al., 2012). Le 
dinamiche che avvengono nella rizosfera sono utili ai fini di comprendere meglio le 
analogie tra l’assorbimento di arsenato e fosfato. Molte piante infatti, hanno meccanismi 
efficienti per produrre acidi organici dalle radici nella rizosfera, rendendo il fosfato più 
mobile (Smith and Read, 1997). Questi acidi organici hanno un basso peso molecolare e 
possono dislocare lo ione fosfato dai siti di legame nel suolo, chelando i metalli che 
immobilizzano il P (Fitz and Wenzel, 2002). Visto che l’arsenato e il fosfato sono 
chimicamente analoghi, tutti questi processi servono anche a mobilizzare l’arsenico. 
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Infatti, gli acidi organici sono capaci di rimuovere l’arsenato dai siti di legami nel suolo, 
portandolo nella soluzione del terreno (Wenzel, 2001). 
Come già detto, l’As può entrare a livello radicale tramite i trasportatori del fosfato, e 
successivamente seguire o una via apoplastica (via passiva, dove l’As, presente in 
soluzione, può o attraversare le pareti cellulari e gli spazi tra le singole cellule 
usufruendo del fenomeno di flusso di acqua collegato alla traspirazione, oppure per 
diffusione, muovendosi da una zona ad alta concentrazione ad una a bassa 
concentrazione) o per la via simplastica (trasporto da cellula a cellula, coinvolgendo i 
sistemi di trasporto o di chelazione) (Tack and Meers, 2010). L’assorbimento del 
metalloide è in ogni caso controllato dalla fisiologia della pianta, la quale orchestra 
meccanismi di tolleranza e di omeostasi, atti a regolare i livelli di arsenico, 
minimizzando il rischio di effetti tossici. Uno di questi meccanismi potrebbe essere 
quello della chelazione, legando la tossina ad amminoacidi o acidi organici, effettuando 
una vera e propria  detossificazione. Tra i chelanti più importanti ci sono il glutatione 
(GHS) e le fitochelatine (PCs) (Gonnelli, 2009).  A livello xilematico, l’arsenico può 
essere assorbito dalle pareti del tessuto per scambio cationico, oppure traslocare verso 
gli altri organi seguendo il flusso di massa dell’acqua. A livello della parte epigea 
invece, può essere segregato in compartimenti cellulari, chelato oppure biotrasformato 
in una forma meno reattiva e quindi meno tossica. In generale i contenuti maggiori del 
metalloide si riscontrano nelle radici, meno nei fusti e ancor meno nelle foglie (Kabata-
Pendias  and Pendias, 2001). Le radici così fungono da “blocco” nella diffusione del 
contaminante alla parte epigea della pianta. 
Una volta all’interno delle cellule vegetali, l’arsenato è ridotto ad arsenito, attraverso la 
riduzione di glutatione ridotto: AsO4
-3 + 2 GSH  AsO3-3 + GSSG.  
Questa reazione è catalizzata dall’arsenato reduttasi (Verbruggen et al., 2009). Perciò la 
maggior parte dell’As nei tessuti delle piante è presente sotto forma di arsenito, 
indipendentemente dalla forma chimica inorganica presente in soluzione nel suolo 
durante la fase di crescita della piante. L’As(III) ha un’alta affinità per i gruppi tiolici    
(-SH) e, legato ad essi, tende ad essere complessato e immagazzinato nei vacuoli 
(Moreno-Jiménez et al., 2012). 
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1.5.1 Valutazione degli effetti dell’As dopo breve esposizione 
Quando si espone una pianta per brevi periodi di tempo ad un suolo contaminato, le 
radici delle piante tendono ad assimilare entrambe le specie chimiche dell’arsenico, sia 
quella trivalente che quella pentavalente. Una volta nella cellula l’As (V) viene 
facilmente convertito nella forma più tossica As (III). Queste due forme attuano risposte 
fisiologiche immediate, che possono essere rilevate attraverso lo studio della 
fitotossicità (inibizione nella germinazione o nell’allungamento radicale) e della 
genotossicità. Per molti di questi casi, i parametri possono essere acquisiti grazie 
all’utilizzo del vegetale V. faba, pianta modello per questo tipo di applicazioni 
(Giorgetti et al., 2011; Barbafieri and Giorgetti 2016; Ruffini Castiglione et al., 2014, 
Ruffini Castiglione et al., 2016). Per testare il potenziale reale di genotossicità del 
contaminante (in questo caso di studio, l’arsenico), si effettua per l’appunto una diretta 
esposizione della pianta al suolo, dove non tutto l’As è biodisponibile, poiché in parte 
legata alle particelle solide (minerali) (ISO 2013).  
L’effetto tossico dell’As è evidenziato dall’inibizione della crescita radicale, dovuta 
probabilmente alla riduzione della cinetica di divisione cellulare, e dalla diminuita 
sintesi proteica, che può influenzare la formazione delle proteine istoniche e non 
istoniche (Andrioli et al., 2006). La genotossicità dell’arsenico è legata alla generazione 
di radicali liberi, ovvero specie reattive dell’ossigeno (ROS), che attaccano le basi 
puriniche e pirimidiniche del DNA, causandone la rottura dei filamenti. Questa può 
aumentare la probabilità della frammentazione cromatidica/cromosomica e quindi 
all’aumento della formazione di MN (Yi, 2007). Alte concentrazioni di As possono 
inoltre causare un abbassamento significativo dell’Indice Mitotico e un aumento del 
numero di aberrazioni cromosomiche (Gebel et al., 2001; Duquesnoy et al., 2010). 
L’arsenito infatti, può andarsi a legare a gruppi sulfidrilici (-SH) di proteine che 
compongono enzimi importanti implicati nella riparazione e nella trascrizione del DNA 
(Gebel. 2001), alterandone i meccanismi di protezione e causando un aumento della 
frequenza dei micronuclei (Patlolla et al.,2005). Altri studi hanno dimostrato che il 
citoscheletro può essere un importante target dell’arsenico, dove questo può andare ad 
interferire nell’assemblaggio dei microtubuli o del fuso mitotico, causando un ritardo 
nella migrazione dei cromosomi e quindi un aumento nella frequenza dei micronuclei. 
(Mahoney et al., 2006; Yi, 2007; Marsa et al., 2015). 
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1.5.2 Valutazione degli effetti dell’As dopo lunga esposizione 
Come già precedentemente detto, la tecnologia del fitorimedio, si avvale di steps per la 
valutazione dell’efficienza della tecnica stessa. Il primo step si effettua in microcosmo, 
dove la pianta subisce l’esposizione al contaminante per 30 giorni, prima di essere 
raccolta.  
In associazione agli elementi essenziali, possono essere assimilati anche elementi non 
essenziali, soprattutto se presenti ad alte concentrazioni, come metalli pesanti o 
metalloidi in forma biodisponibile. Per quanto riguarda l’As, gli effetti visibili sulle  
piante, sono la riduzione dell’allungamento e perdita delle ramificazioni radicali, clorosi 
delle foglie o necrosi della parte  aerea (Carbonell-Barrachina et al., 1998). L’As, una 
volta traslocato, può essere compartimentalizzato in diversi organi della pianta. Nelle 
soluzioni acquose vicine al pH neutro, come ad esempio nel citoplasma delle cellule, si 
possono formare specie reattive dell’ossigeno (ROS), come il radicale ossidrile (∙OH) o 
l’anione superossido (O2
-∙), altamente reattivi con macromolecole biologiche, che 
possono causare danni importanti, come alterazioni del DNA, ossidazioni delle proteine 
e perossidazione lipidica (Morelli and Scarano, 2004). Il meccanismo di difesa più 
comune della pianta è la produzione di enzimi antiossidanti; la superossido dismutasi è 
il primo enzima coinvolto, perché stimolato da un aumento repentino di produzione dei 
ROS (Gill and Tuteja, 2010). Questo catalizza la dismutazione dello ione superossido 
(O2
-) in ossigeno molecolare e perossido di idrogeno (H2O2). Nei perossisomi è presente 
l’enzima catalasi, che catalizza la conversione del perossido di idrogeno in acqua e 
ossigeno. Un altro enzima che si trova nei cloroplasti è l'ascorbato perossidasi, che 
detossifica il perossido d’idrogeno, trasferendo i protoni da una molecola di acido 
ascorbico (AsA), definita donatore, all’H2O2. In ultima analisi, vi è l’enzima glutatione 
reduttasi che catalizza la riduzione del glutatione dalla sua forma ossidata (GSSG) a 
quella ridotta (GSH), mediante trasferimento di protoni dal NAD(P)H. In questo senso 
l’enzima non è direttamente coinvolto nella protezione dai ROS, ma il glutatione ridotto 
è una proteina utile alla riduzione di altri enzimi coinvolti nello stress ossidativo 
(Morelli and Scarano, 2004). 
All’interno di un sistema vegetale esposto ad un contaminante anche i processi 
fisiologici possono essere compromessi. Gli scambi gassosi si verificano nella parte 
epigea della pianta. Quando il sistema radicale assorbe l’acqua dal terreno, questa 
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attraverso un flusso di traspirazione nello xilema, arriva nella parte aerea della pianta, 
trasformandosi in vapore acqueo, che evapora nell’atmosfera attraverso le foglie.   
A livello fogliare vi sono i flussi netti dell’ingresso del biossido di carbonio (CO2) e 
l’uscita di O2, legati al processo fotosintetico e alla perdita contemporanea di vapore 
acqueo dovuta alla traspirazione. La CO2 è contenuta nell’atmosfera e viene 
internalizzata tramite gli stomi e poi gli strati inferiori del mesofillo fino ai cloroplasti. 
La CO2 viene assimilata dalla pianta durante la fase II (oscura) della fotosintesi grazie 
agli agenti riducenti prodotti durante la fase I (luminosa) della stessa. I prodotti che ne 
derivano servono a tutta la pianta, per lo sviluppo della biomassa e il metabolismo 
energetico, con trasferimento dei metaboliti via floema.  
L’As si ritrova nella fase liquida del suolo, perciò può essere traslocato nella pianta 
tramite il processo di traspirazione nello xilema. Il contaminante può indurre 
un’inibizione della fotosintesi, aumentando sia la resistenza stomatica allo scambio dei 
gas con l’atmosfera, sia diminuendo la produzione di clorofilla (che può dare come 
effetto dannoso la clorosi delle foglie) (Mascher et al., 2002). 
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1.6 Cannabis sativa L. 
 
 
 
 
Il luogo di origine di C. sativa (nome comune canapa) risale all’Asia Centrale, dove 
tuttora cresce spontaneamente. Da questa zona si è diffusa nel corso dei secoli verso 
tutte le altre parti del mondo. Questa pianta è stata presente nel corso della storia nella 
vita di numerose popolazioni del pianeta, che hanno imparato a coltivarla e ad usarla per 
molti scopi.  
Dal punto di vista scientifico la classificazione tassonomica riconosciuta in botanica è la 
seguente (Quimby, 1974): 
Divisione - Tracheophyta 
  Sottodivisione - Pteropsida 
   Classe - Angiospermae 
    Sottoclasse - Dicotyledoneae 
     Ordine - Urticales 
      Famiglia - Cannabaceae 
       Genere - Cannabis 
                 Specie - Cannabis sativa L. 
 
Non è stato facile decretare una classificazione botanica della canapa, dove ad oggi è 
accettato come genere Cannabis monotipico, con la sola specie Cannabis sativa L., 
come ipotizzato originalmente da Linneo nel 1753. 
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A livello di ciclo vitale si hanno sei diverse fasi fenologiche: 
 Germinazione: è un periodo di tempo che si ha dall’emissione della radice fino 
alla comparsa delle prime due foglie vere, che devono raggiungere la grandezza 
delle foglie cotiledonari ed essere capaci di attività fotosintetica. 
 Stadio di crescita lenta: dall’emissione del primo paio di foglie fino allo 
sviluppo del quinto palco. 
 Stadio di crescita rapida: periodo che si ha fino alla formazione degli abbozzi 
fiorali. 
 Stadio tra l’accrescimento degli abbozzi fiorali e l’apertura dei primi fiori. 
 Fioritura: dall’apertura del primo fiore maschile, dove si ha rilascio di polline 
dalle antere, fino a quando si arresta la fioritura femminile. 
 Crescita dell’achenio: inizia con lo sviluppo dell’embrione nel seme e finisce 
con la maturazione del seme stesso (Casano, 2005). 
 
 
L’optimum per la crescita della canapa è a temperatura leggermente al di sopra dei 20°C 
nella prima fase di crescita e successivamente nella seconda fase poco al di sotto dei 25 
°C. Al di sopra o al di sotto di questo intervallo di temperatura si può incorrere a 
formazioni di stress idrico o di rallentamento della crescita che può portare ad una resa 
in biomassa minore.  
La canapa è una specie annuale erbacea, presenta morfologicamente uno stelo rigido ed 
eretto, una radice primaria ben sviluppata e numerose radici secondarie. Può variare 
nelle dimensioni in altezza da medie ad alte, dove può arrivare anche ad un’altezza di 5 
metri tra i 4 ed i 6 mesi di vita.  
La canapa è una specie dioica, che sviluppa in piante separate fiori maschili e femminili 
o monoica, ed è ad impollinazione anemofila. 
In Italia il Consorzio Canapa Italia ha permesso la coltivazione di canapa da fibra, 
mediamente rigogliosa, con buone rese in fibra, resistenti all’allettamento e con un 
contenuto in Δ9-THC (Δ9-tetraidrocannabinolo, principio psicotropo per cui la 
coltivazione della canapa è stata vietata o comunque regolamentata) inferiore allo 0,2 % 
di sostanza secca nel rispetto della Normativa Europea di riferimento.  
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La canapa può essere utilizzata in molti settori: 
 Fibra naturale: per tessuti (lenzuola, tovaglie,  tende, ecc.) dotati di una 
traspirazione ottimale per la pelle ed ipoallergenici. 
 Solventi e olii combustibili: dai semi si ottiene l’olio, attraverso la pressatura a 
freddo, edibile. Se si effettua un’estrazione con solventi e a caldo, si ottiene un olio 
industriale. 
 Energia: è una pianta che rende molta biomassa, che può essere trasformata in 
metano, metanolo o benzina attraverso la pirolisi (trasformazione in carbone in 
assenza di ossigeno) o in idonei bioreattori. Se fosse utilizzata maggiormente, si 
potrebbe produrre energia “pulita” e diminuire i consumi di combustibili fossili. 
 Alimento: il seme ha ottime qualità nutritive, come contenuto di proteine, di acidi 
grassi essenziali e di antiossidanti. 
 Terapeutico: utilizzando piante con alto contenuto di THC (> 0.2%). Utilizzato 
contro neuropatie, artrite reumatoide, anti-tumorale, Parkinson, anti-emetico e 
stimolatore di appetito. 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
Negli ultimi decenni sempre più attenzione viene rivolta all’utilizzo di tecnologie 
innovative, a basso costo e ecologicamente sostenibili da applicare nei processi di 
risanamento di siti inquinati da pregressa contaminazione antropica. 
In questa ottica il fitorimedio, come  trattamento biologico che utilizza piante capaci di 
interagire con molteplici classi di contaminanti presenti nel suolo, nei sedimenti e nelle 
acque, si pone sicuramente come possibile soluzione fortemente vantaggiosa e 
ecosostenibile. 
Lo studio riportato in questa tesi ha avuto lo scopo di valutare gli effetti della 
contaminazione da As su piante di canapa da fibra, C. sativa var Ferimon, cresciuta su 
campioni di suolo provenienti dal sito contaminato oggetto di studio. Questa specie 
vegetale è nota per le sue qualità in campo agronomico avendo una fase di crescita 
rapida, una produzione elevata in biomassa e un efficiente apparato radicale, risultando 
molto resistente a stress ambientali di diversa natura, caratteristiche interessanti per la 
tecnologia di fitoestrazione, ma ancora oggi scarsamente indagata in canapa. 
Queste caratteristiche della pianta offrono infatti un ottimo punto di partenza nella 
scelta di specie vegetali adatte al fitorimedio, processo che può essere ulteriormente 
magnificato dall’utilizzo di mobilizzanti del contaminante, secondo l’approccio della 
fitoestrazione assistita. In questa ottica il lavoro sperimentale ha avuto come secondo 
obiettivo la valutazione dell’effetto del KH2PO4 (diidrogenofosfato di potassio, noto 
mobilizzante per l’arsenico) sull’assorbimento del metalloide da parte della pianta. 
Scopo ultimo di questa tesi è stato quello di valutare e confrontare gli effetti genotossici 
e fitotossici indotti dalla contaminazione da As utilizzando sia il modello vegetale per 
studi di genotossicità costituito da Vicia faba L. sia la pianta oggetto di studio, la 
canapa. 
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3. MATERIALI E METODI 
 
3.1 PROVE IN MICROCOSMO con C. sativa su terreno contaminato da As 
 
 
La prova sperimentale allestita, è svolta in scala di laboratorio, in microcosmo, un 
modello sperimentale che fa uso di un ridotto quantitativo di substrato (300-500 g), 
posto in appositi contenitori chiusi, come ad esempio becher da laboratorio. L’utilizzo 
di microcosmi in condizioni controllate di luce, temperatura e umidità, è importante per 
avere anche tempi brevi di crescita, ma una veloce risposta della specie vegetale al 
contaminante del terreno e ai trattamenti. I microcosmi sono stati allestiti  utilizzando 
un terreno contaminato da arsenico, proveniente dal SIN di Massa (Sito di Interesse 
Nazionale ai fini di bonifica), ubicato all’interno dell’unità territoriale della Pianura 
Apuana, compreso tra i comuni di Massa e Carrara (identificato come L. 426/98, G.U. 
n. 291 del 14.01.1998; D.M. 21/12/99, G.U. n. 25 del 01.02.2000), con un’estensione 
complessiva di circa 3500 ettari.  
La specie vegetale impiegata è la Cannabis sativa L. (var. Ferimon), fornita grazie al 
cortese contributo del Dr. Gianpaolo Grassi del CREA-CIN di Rovigo. Parte dei 
microcosmi è stata trattata con diidrogenofosfato di potassio KH2PO4 0.1 M. 
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3.1.1 Caratterizzazione chimico-fisica del terreno 
Le analisi sul terreno, effettuate in triplo, sono state eseguite seguendo i protocolli 
ufficiali, specificati in ‘Metodi Ufficiali di Analisi del Suolo della Società Italiana di 
Scienza del Suolo (SISS)’ come riportato sulla G.U.: D.M. n. 185 del 13.9.99, 
Approvazione dei “Metodi Ufficiali di Analisi Chimica del Suolo” e con i Metodi EPA 
“Test Methods for Evaluating Solid Waste, Physical/ChemicalMethods” (SW-846) 
(EPA-US, 2006).  
Sono state eseguite analisi chimico-fisiche, ovvero tessitura, pH e capacità di scambio 
cationico (C.S.C.). È stato inoltre determinato il contenuto di As totale e biodisponibile. 
Preparazione dei campioni di suolo 
I campioni di terreno derivati dal sito del SIN di Massa sono stati essiccati in stufa a 
40°C e successivamente macinati in mortaio. Il terreno è stato quindi setacciato, 
ottenendo la frazione inferiore a 5 mm (Violante, 1999) ed utilizzato per l’allestimento 
dei microcosmi. 
pH 
Il pH del terreno è stato valutato per via potenziometrica su una sospensione di terreno e 
acqua distillata preparata in condizioni standard con rapporto suolo-acqua (1:2.5), 
ovvero 10 g di terreno fine in 25 mL di acqua distillata. Il preparato è stato agitato 
meccanicamente per 15' e lasciato riposare per circa 30′. Si è utilizzato un elettrodo pH-
sensibile, precedentemente tarato con due soluzioni tampone a pH noto. Il valore del pH 
è stato ottenuto immergendo l’elettrodo del pHmetro nella fase surnatante (Violante, 
1999). 
Tessitura: Sabbia, Limo e Argilla 
Per l’analisi della tessitura è stata selezionata la porzione di terreno con diametro 
inferiore a 2 mm, affinché venisse creata una sospensione omogenea in acqua. Questo 
procedimento serve a stabilire la frazione percentuale dei vari componenti del suolo: 
sabbia (2 mm - 0.053 mm), limo (0.053 - 0.002 mm) e argilla (<0.002 mm). A 10 g di 
terreno fine sono stati aggiunti 5 mL di esametafosfato di sodio (NaPO3)6 al 5% 
(utilizzato come disgregante) e 20 mL di acqua distillata. La soluzione così creata è 
stata fatta agitare meccanicamente su un agitatore per 15’, per separare le particelle del 
campione. La sospensione ottenuta è stata posta all’interno di un levigatore di 
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Andreasen, portando a volume di 500 mL con acqua distillata. Si è lasciato quindi 
depositare il contenuto. Il primo prelievo è stato effettuato in una capsula tarata dopo 
9'40" aspirando 10 mL di sospensione e successivamente posto in stufa a 105° per 1 
giorno ad essiccare. Grazie a questo prelievo si è ricavata la quantità di limo + argilla in 
10 ml di soluzione. Grazie al secondo prelievo dopo 16 h, è stata valutata la misura 
della sola argilla, ricavata ripetendo le stesse operazioni sopra descritte. La quantità di 
sabbia viene acquisita per differenza tra il peso totale del campione e il peso del limo + 
argilla. Il contenuto delle varie frazioni granulometriche è stato espresso in percentuale 
(Violante, 1999).  
Capacità di Scambio Cationico (C.S.C.) 
La C.S.C è stata determinata per via complessometrica grazie all’utilizzo del campione 
di terreno fine (1 g), dapprima monosaturato con 25 mL di acetato di bario, 
(CH3COOH)2Ba al 10%, agitato meccanicamente e centrifugato a 3000 giri/min. Si è 
quindi prelevato il surnatante formato e si sono aggiunti al residuo saturo, 25 mL di 
solfato di magnesio, MgSO4, 0.1 N. Si è perciò proceduto con lo stesso ciclo di 
agitazione e centrifugazione sopra citato. Questa reazione prevede la formazione di 
bario solfato, BaSO4, insolubile e, quindi, all’avvenuto completo scambio tra bario e 
magnesio (Ba/Mg). Si sono prelevati in seguito 10 mL della soluzione ottenuta, e si 
sono aggiunti 100 mL di H2O e 10 mL di soluzione tampone (preparata con 54 g di 
cloruro di ammonio NH4Cl + 350 mL di idrossido di ammonio NH4OH a volume noto 
di 1 L) a pH 10. Aggiungendo una quantità infinitesima di indicatore Nero T-
Eriocromo, si è potuto valutare l’eccesso di Mg grazie ad una titolazione con EDTA 
(acido etilendiamminotetracetico) 0.05 M. La lettura della titolazione è avvenuta nel 
momento del viraggio di colore della soluzione da rosa ad azzurro. Per tarare 
l’esperimento è stato preparato un bianco di controllo con 10 mL di MgSO4 0,1 N, per 
valutare la quantità di Mg scambiato. Calcolata la quantità di Mg adsorbito, che 
corrisponde alla quantità di Ba scambiato, si accerta il valore della capacità di scambio 
cationico. La C.S.C. è stata espressa in centimoli per 1 kg di suolo (cmol/kg) (Violante, 
1999).  
Contenuto totale di As 
La determinazione del contenuto totale di As è stata ottenuta mediante la 
mineralizzazione dei campioni di suolo (0.5 g), utilizzando una miscela di 5 mL di 
acido nitrico (HNO3) al 65% e 2 mL di perossido di idrogeno (H2O2) al 30% (EPA-US, 
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Method 3051-A). È stato impiegato il digestore a microonde Ethos-900 Milestone e la 
procedura di digestione acida ha previsto i cicli di riscaldamento descritti in Tabella 2. 
Al termine del trattamento il mineralizzato è stato filtrato con filtro Whatman 41 ( 90 
mm) e si è poi portato a volume con acqua 10-20 ml di MilliQ. La lettura della 
concentrazione totale degli elementi è stata eseguita mediante spettrometria ad 
emissione al plasma ad accoppiamento induttivo (Inductively coupled plasma optical 
emission spectrometry - ICP-OES) utilizzando lo spettrometro ICP Liberty AX Varian. 
I risultati sono stati espressi in mg/kg. 
Durata del 
trattamento 
Potenza del 
microonde 
Minuti Watt 
10 200 
1 0 
10 250 
5 ventilazione 
 
Tabella 2: Programma di riscaldamento del forno a microonde per la digestione acida di campioni di 
terreno. 
As estraibile 
Al fine di valutare le frazioni di As in forma mobile (o potenzialmente mobilizzabile) 
sono state eseguite delle procedure di estrazione sequenziale con acqua (H2O) e 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4 0.1 M), utilizzato in seguito anche per il 
trattamento del terreno nei microcosmi, alla stessa concentrazione molare. Tale 
estrazione è stata eseguita apportando alcune modifiche al modello proposto da Wenzel 
et al. (2001). La metodica ha previsto l’uso di due reagenti con forza di dissoluzione 
crescente: H2O e KH2PO4. Nella prima fase sono stati addizionati 20 mL della soluzione 
di H2O a 0,5 g di terreno setacciato 0-5 mm e lasciati una notte in agitazione meccanica. 
I campioni sono stati centrifugati per 15′ a 4’000 giri/min; il surnatante è stato filtrato e 
raccolto per eseguire le prime letture di As estratto. Nel secondo step il rimanente 
substrato è stato trattato con 20 mL della soluzione di KH2PO4 0.1 M, successivamente 
messo in agitazione meccanica per 1h e poi centrifugati per 4’ a 4'000 giri/min e 
raccolto il surnatante. La determinazione del metallo nei campioni è stata eseguita 
mediante spettrometria l’ICP-OES e i valori sono stati espressi in mg/kg. 
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3.1.2 Preparazione microcosmi, semina e trattamento delle piante 
Per le prove di crescita in terreno sono stati allestiti 12 microcosmi con becher da 500 
mL, ciascuno riempito con 300 g di terreno setacciato 0-5 mm, dei quali 8 riempiti con 
terreno proveniente dal SIN contaminato da As e 3 microcosmi con terreno di controllo 
non contaminato proveniente da un sito agricolo del comune di Santa Luce (Pi). Si è 
effettuata una pre-germinazione di semi di C. sativa var. Ferimon, calcolando circa 6 
semi per becher. Questi ultimi sono stati posizionati su una vaschetta contenente un 
letto di cotone imbevuto di acqua e messi al buio per circa una settimana. Al termine 
della germinazione, i germogli sono stati trapiantati nei microcosmi. Le piante sono 
state allevate in cella climatica in condizioni di temperatura, luce e umidità controllate e 
adattate alla fase di crescita: nel ciclo diurno sono state fornite 16 ore di luce ad una 
temperatura di circa 25°C e nel ciclo notturno sono state mantenute 8 ore di buio con 
un’umidità intorno al 65%. E’ stata utilizzata acqua corrente e non acqua distillata per 
l’irrigazione perché l’elemento oggetto di indagine (As) è risultato assente. Dopo 12 
giorni di crescita è stato effettuato un primo trattamento fertilizzante, che prevedeva 12 
ml di soluzione contenente urea (4 mM) per ciascuno dei microcosmi, affinché le piante 
potessero crescere meglio (ripetuto poi una seconda volta al 26° giorno di crescita e una 
terza al 29° giorno di crescita). 
Si è passato poi alla suddivisione dei microcosmi in 3 tesi: 
 CTR: controllo, ovvero terreno agrario non contaminato del comune di Santa 
Luce; 
 SC: suolo contaminato da As, campionato dal SIN; 
 SC-T: suolo contaminato da As e trattato con 10 ml di soluzione, composta da 
2 ml di soluzione di diidrogenofosfato di potassio KH2PO4 0.1 M, portata a 
volume con acqua. 
Il trattamento di diidrogenofosfato di potassio KH2PO4 0.1 M, è stato eseguito al 20° 
giorno di crescita per la specie vegetale C. sativa, della durata di 5 giorni. L’aggiunta di 
acqua è servita per apportare il necessario fabbisogno idrico alle piante e per migliorare 
la miscelazione e la distribuzione degli elementi del trattamento nel terreno.  
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Figura 3:Prove di crescita in microcosmo. Da sinistra piante di C. sativa cresciuta su terreno SC-T, SC e 
CTR.  
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3.1.3 Raccolta ed essicazione delle piante 
Le piante sono state raccolte al 30° giorno di crescita. Per ogni microcosmo sono stati 
raccolti separatamente le radici, i fusti e le foglie, per determinare in ciascun organo il 
contenuto di As. Il materiale vegetale è stato lavato con acqua distillata, con ulteriore 
lavaggio in bagno ad ultrasuoni per le sole radici, al fine di rimuovere completamente 
eventuali particelle del terreno adeso. Tutto il materiale vegetale raccolto è stato 
essiccato in stufa ventilata a 40°C per circa una settimana, fino a peso costante. Dopo 
aver determinato il peso secco, i tessuti vegetali sono stati preparati per la 
mineralizzazione. 
 
 
 
 
Figura 4: Momento della raccolta della biomassa fresca di C. sativa. Da sinistra sono riportate le piante 
cresciute su terreno di CTR (controllo), SC (suolo contaminato) e SC-T (suolo contaminato trattato con 
KH2PO4).  
 
 
 
 
 
41 
 
3.2 DETERMINAZIONE DI ARSENICO NEI TESSUTI VEGETALI 
Tutti i campioni vegetali ottenuti, da ciascun microcosmo, sono stati mineralizzati per il 
contaminante di As. 
Mineralizzazione 
E’ stata eseguita una pre-digestione di circa 0.5 g di biomassa secca con una miscela di 
2 mL di perossido di idrogeno (H2O2) al 30% e 5 mL di acido nitrico (HNO3) al 65%. Il 
digestore a microonde utilizzato è l’Ethos-900 Milestone. La procedura di digestione 
acida ha previsto il ciclo di riscaldamento mostrato in Tabella 3, ripetuto per due volte.  
Durata del 
trattamento 
Potenza del 
microonde 
Minuti Watt 
10 250 
5 ventilazione 
 
Tabella 3: Programma di riscaldamento del forno a microonde per la digestione acida di campioni di 
vegetali 
Determinazione 
La quantificazione della concentrazione di As è stata eseguita mediante ICP-OES. I 
risultati sono stati espressi in mg/kg. 
3.2.1 Fattori di bioaccumulo, di traslocazione e fitoestratto totale 
Per valutare l’efficienza di rimozione, sono stati utilizzati questi parametri: 
 Il fattore di bioaccumulo (BF) è il rapporto tra la concentrazione del metallo 
nella pianta (mg∙kg-1 del metallo/grammi di sostanza secca della pianta) e la 
concentrazione iniziale del metallo in soluzione nel suolo (mg metalloL-1) (Salt 
et al. 1995; Tassi, 2010). 
 Il fattore di traslocazione (TF) è invece la capacità della pianta di traslocare i 
metalli dalle radici alla parte area, foglie e fusti. Si calcola tramite il rapporto tra 
la concentrazione del metallo nelle foglie e nelle radici. Una specie vegetale 
traslocatrice, è considerata tale quando il suo TF > 1 (Fitz and Wenzel, 2002; 
Rizzi et al., 2003). 
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 il fitoestratto totale indica il contenuto totale di arsenico nella pianta. Si  ricava 
moltiplicando la concentrazione del metalloide per la biomassa di sostanza secca 
di ogni organo.  
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3.3 SAGGI ENZIMATICI INDICATORI DI STRESS OSSIDATIVO 
Il materiale fogliare utilizzato per le analisi è stato prelevato al 30° giorno di crescita 
delle piante di canapa, derivato da 2 microcosmi per tesi (contenenti 6 piante ciascuno). 
I microcosmi sono stati analizzati all’Istituto di Biofisica del CNR con la collaborazione 
della dott.ssa Elisabetta Morelli, per eseguire i test enzimatici. Le letture delle attività 
dei seguenti enzimi sono state effettuate a 25°C mediante lo Spettrofotometro UV/Vis 
Jasco a doppio raggio (Model 7850). Ogni misura dell’attività enzimatica è stata 
effettuata almeno in duplicato. 
3.3.1  Preparazione degli estratti 
200 mg di foglie per ciascun campione da analizzare (3 per ogni tesi), sono state lavate 
con acqua distillata, asciugate con carta assorbente e poste a -80°C. Al momento 
dell’analisi, i campioni venivano mantenuti in un Dewar con azoto liquido, affinché non 
si rompesse la catena del freddo, che preserva intatte le funzioni enzimatiche della 
foglia. In seguito ogni campione è stato pestellato in azoto liquido, fino ad ottenere una 
polvere sottile ed omogenea. Questa è stata risospesa in 1.5 ml di tampone fosfato 50 
mM a pH 7 e la sospensione trasferita in una provetta da 2 ml, contenente 30 mg di 
PVPP (Polivinilpolipirrolidone), agitata vigorosamente e mantenuta in ghiaccio. Le 
provette venivano poi centrifugate a 20'000 rcf per 20’ e il surnatante utilizzato per la 
misura delle attività enzimatiche.  
3.3.2 Test enzimatico per la Catalasi 
L’attività della catalasi (CAT) è stata misurata in accordo con il metodo di Aebi (1974), 
secondo il seguente metodo sperimentale. 59 µL di perossido di idrogeno al 30% sono 
stati diluiti in 10 mL di tampone fosfato a pH 7, per ottenere una soluzione 52 mM. 
Affinché si avesse un’assorbanza pari a circa A≈0.45, per calibrare lo strumento, si è 
messo in una cuvetta da spettrofotometro 800 µL del tampone fosfato a pH 7 e 200 µL 
di soluzione di perossido di idrogeno 52 mM, per un totale di 1 mL. Per saggiare la 
catalasi in ogni campione sono stati utilizzati 10 µL di estratto, 790 µL di tampone 
fosfato pH 7 e 200 µL di perossido di idrogeno 52 mM, per un totale di 1 mL. La 
reazione inizia con l’aggiunta dei 200 µL di soluzione di perossido di idrogeno 52 mM e 
la sua diminuzione viene monitorata seguendo la riduzione di assorbanza a 240 nm per 
1 min. L’attività enzimatica è stata calcolata usando un coefficiente di estinzione molare 
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di 0.04 mM-1 cm-1. Una Unità di attività (U) è definita come la quantità di enzima che 
ossida una micromole di H2O2 al minuto. 
 
3.3.3 Test enzimatico per la Glutatione Reduttasi 
L’attività della glutatione riduttasi (GR) è stata misurata in accordo con il metodo di 
Foyer e Halliwell (1976). Sono state preparate le seguenti soluzioni: Na-EDTA 10 mM, 
(3.73 g di Na-EDTA in 100 mL di H2O milliQ), glutatione ossidato GSSG 5 mM, ( 3.1 
mg di GSSG in 1 mL diNa-EDTA 10 mM), e il NADPH (β- nicotinamide adenine 
dinucleotide 2’-phosphate reduced) 5 mM (1.67 mg di NADPH disciolti in 1 mL di 
tampone fosfato pH 7.8). Per saggiare la glutatione reduttasi in ogni cuvetta , si sono 
utilizzati 50 µL di estratto, 800 µL della soluzione tampone fosfato a pH 7.8, 100 µL di 
soluzione di EDTA 10 mM + GSSG 5mM e 50 µL di soluzione di NADPH 2 mM, per 
un totale di 1 mL. La reazione inizia con l’aggiunta dei 50 µL di soluzione di NADPH 2 
mM e l’attività dell’enzima è stata determinata seguendo la diminuzione 
dell’assorbanza a 340 nm dovuta all’ossidazione del NADPH. L’attività enzimatica è 
stata calcolata usando un coefficiente di estinzione di 6.2 mM-1 cm-1. Una Unità di 
attività (U) è definita come la quantità di enzima che ossida una micromole di NADPH 
al minuto. 
3.3.4 Test enzimatico per l’Ascorbato Perossidasi 
L’attività della ascorbato perossidasi (APX) è stata misurata in accordo con il metodo di 
Nakano e Asada (1981). Sono state preparate le seguenti soluzioni: Na-EDTA 10 mM, ( 
3.73 g di Na-EDTA in 100 mL di H2O milliQ), L-acido ascorbico 10 mM, (17.61 mg di 
L-acido ascorbico in 10 ml di tampone fosfato pH 7) e una soluzione di perossido di 
idrogeno (52 mM in tampone fosfato  pH 7). Per saggiare l’ascorbato reduttasi in ogni 
cuvetta, si sono utilizzati 50 µL di estratto, 790 µL della soluzione tampone fosfato 
Na2HPO4 a pH 7.8, 10 µL di soluzione di EDTA 10 mM e 100 µL di perossido di 
idrogeno 50 mM, per un totale di 1 mL. La reazione inizia con l’aggiunta dei 100 µL di 
perossido di idrogeno 50 mM e l’attività dell’enzima è stata determinata seguendo la 
diminuzione dell’assorbanza a 290 nm dovuta all’ossidazione dell’ascorbato. L’attività 
enzimatica è stata calcolata usando un coefficiente di estinzione di 2.7 mM-1 cm-1. Una 
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Unità di attività (U) è definita come la quantità di enzima che ossida una micromole di 
acido ascorbico al minuto. 
 
3.3.5 Test enzimatico per la Superossido Dismutasi 
Il saggio enzimatico per la superossido dismutasi (SOD) è stato eseguito in accordo con 
il metodo di Beyer e Fridovich (1987). Il cocktail di reagenti per questa reazione è 
composto da 27 mL di tampone fosfato a pH 7.8, 1.5 mL di L-metionina 0.2 M, (60 mg 
di L-metionina in 2 mL di acqua milliQ), 1.0 mL di NBT (nitro-blue tetrazolium) 1.73 · 
10-3 M (1.44 mg di NBT in 1 ml di acqua milliQ), 0.75 mL di TritonX all’1%, e 1.5 mL 
di EDTA 2 mM. Per saggiare la SOD in ogni cuvetta, si sono utilizzati 5 µL di estratto, 
895 µL del cocktail, e 100 µL di Riboflavina 8.55 10-6 M, per un totale di 1 mL. La 
reazione inizia alla luce con l’aggiunta dei 100 µL di Riboflavina e cambiamenti 
nell’assorbanza a 560 nm sono stati registrati per 20 min con intervalli di 5 min. 
L’attività della SOD è stata saggiata misurando la sua abilità nell’inibire la foto-
riduzione di NBT.  I dati ottenuti sono stati usati per calcolare l’attività, utilizzando la 
relazione:  
ݑ݊݅ݐà ݀݅ ܱܵܦ: ൬
ܸ
ݒ
൰ − 1 
dove V e υ rappresentano lo slope di assorbanza in assenza e in presenza di estratto.Una 
Unità di SOD è definita come la quantità richiesta a inibire la fotoriduzione di NBT del 
50%. 
Tutte le attività enzimatiche sono state calcolate per mg di proteine. Il contenuto di 
proteine nell’estratto cellulare è stato determinato secondo il metodo di Bradford (M.M. 
Bradford, 1976), usando come standard albumina di siero bovino. In ogni  cuvetta da 
spettrofotometro si mettevano 500 µL di tampone fosfato pH 7, 5 µL di estratto vegetale 
e 500 µL della soluzione di Bradford, per un totale di 1 mL e dopo aver fatto reagire 
(10-60 minuti) si leggeva l’assorbanza a 595 nm.  
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3.4 SCAMBI GASSOSI INDICATORI DI STRESS FISIOLOGICO 
 
 
La misura degli scambi gassosi delle piante è stata effettuata 30 giorni dopo la semina 
su foglie completamente espanse, con lo scopo di valutare la loro risposta alle diverse 
condizioni di crescita mediante un sistema portatile di misurazione di scambi gassosi 
(Li-6400, Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, USA) costituito da un analizzatore 
differenziale a raggi infrarossi (IRGA: InfraRed Gas Analyzer), collegato ad una camera 
fogliare tipo Parkinson (con area di 6 cm2). Lo strumento possiede quattro analizzatori 
di gas (due per CO2 e due per vapore acqueo), la camera fogliare, una pompa di flusso 
per l’approvvigionamento di aria esterna, un mixer di CO2 e una sorgente luminosa 
esterna regolabile. Il funzionamento è a ciclo aperto ed il sistema è in grado di misurare 
i diversi parametri attraverso il dialogo tra una serie di sensori e le quattro celle di 
lettura, due in entrata e due in uscita. L’aria proveniente dall’esterno viene filtrata e la 
sua composizione modulata dall’operatore per i  valori desiderati di concentrazione di 
anidride carbonica e umidità relativa. Lo strumento è in grado di operare utilizzando 
l’irradiazione naturale oppure fornendo alla foglia un’intensità luminosa desiderata 
nell’intervallo 0-2000 μmol PAR m-2 s-1 (PAR, Photosynthetically Active Radiation). 
Lo strumento rileva le variazioni di concentrazione di CO2 che si verificano all’interno 
della camera fogliare (differenza tra cella in e out) nell’unità di tempo a causa 
dell’attività fotosintetica permettendo in questo modo di calcolare il tasso fotosintetico 
netto della pianta. Inoltre, la misurazione dell’emissione di vapore acqueo nell’unità di 
tempo e per unità di superficie fornisce una stima dei livelli traspiratori della foglia e 
dell’apertura degli stomi (conduttanza stomatica). Tali indagini sono state effettuate in 
collaborazione con il prof. Damiano Remorini ed il dott. Marco Landi della Facoltà di 
Agraria dell’Università di Pisa. 
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3.4.1 Misurazioni dei campioni 
 
 
Le misure, effettuate tra le ore 10:00 e le 11:00, sono state eseguite su 3 piante per 
ciascuna tesi, illuminando le foglie con un’intensità 1000 μmol PAR m-2∙s-1 ed 
imponendo una concentrazione ambientale di CO2 pari a 400 ppm. Sono stati quindi 
determinati i seguenti parametri: 
 A: Assimilazione netta di CO2 (moli CO2 m−2 s−1); 
 gS: Conduttanza stomatica al vapor acqueo (moli H2O m−2 s−1); 
 E: Traspirazione fogliare (moli H2O m-2 s-1); 
 Ci:Concentrazione intercellulare di CO2 (moli CO2 moli-1aria); 
 WUE (=A/E):Efficienza nell’Utilizzazione dell’Acqua (moli CO2 mmoli-1 
H2O). 
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3.5 TEST DI FITOTOSSITA’ E GENOTOSSICITA’ 
 
I test di fitotossicità e genotossicità sono stati effettuati sulle specie V. faba e C. sativa, 
presso l’Istituto di Biologia e Biotecnologia Agraria del CNR, utilizzando come matrici 
di studio il terreno SIN, precedentemente caratterizzato, e come controllo negativo il 
terreno agricolo non contaminato del comune di Santa Luce (Pi). 
3.5.1 Preparazione dei campioni 
150 g di terreno sia del SIN contaminato tal quale (SC) che  trattato con fosfato (SC-T), 
sia del terreno non contaminato (CTR) sono stati  setacciati  0-2 mm, prima di 
procedere con le prove di fito-genotossicità. In aggiunta sono state effettuate prove 
utilizzando gli stessi terreni, ma vegetati con C. sativa. Si sono ottenute quindi le 
seguenti 5 tesi:  
 CTR(NV): Controllo non vegetato, terreno non contaminato, tal quale. 
 CTR(V): Controllo vegetato, ovvero terreno non contaminato, vegetato con la 
specie C. sativa per 30 giorni; 
 SC(NV):suolo contaminato da As non vegetato, campionato dal SIN, tal quale; 
 SC(V): suolo contaminato da As campionato dal SIN e vegetato dalla specie C. 
sativa per 30 giorni; 
 SC-T(V): suolo contaminato da As, campionato dal SIN, trattato con 10 ml di 
soluzione, composta da 2 ml di soluzione di diidrogenofosfato di potassio 
KH2PO4 0.1 M, portata a volume con acqua, e vegetato dalla specie C. sativa 
per 30 giorni; 
3.5.2 Test di Fitotossicità 
Per questo test si sono preparate 3 piastre Petri per tesi (Fig.5), contenenti ciascuna 25 g 
dei rispettivi terreni, per un totale di 15 piastre. I terreni sono stati imbibiti con circa 10 
ml di acqua bidistillata autoclavata. Successivamente sono stati presi semi di V. faba e 
messi ad idratare per tutta la notte con acqua di fonte in un matraccio. Una volta idratati 
e privati del tegumento, sono stati disposti 5 semi di V. faba in ciascuna piastra Petri 
affinché germinassero, per un totale di 75 semi. Questi ultimi sono stati lasciati 
germinare a temperatura ambiente e al buio, e dopo tre giorni, sono state fatte le 
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valutazioni riguardanti la germinazione e la misura della Lunghezza della Radice 
Primaria.  
Sulla base di queste osservazioni è stato calcolato l’Indice di Germinazione IG, come: 
IG = (GC x LC) / (GT x LT)  x 100 
dove,  
GC: è il numero medio di semi germinati nel campione; 
GT: è il numero medio di semi germinati nel controllo; 
LC: è la lunghezza radicale media nel campione (cm);  
LT: è la lunghezza radicale media nel controllo (cm) (Rapporti ISTISAN 13/27). 
Il grado dell’inibizione dell’allungamento radicale (percentuale del controllo) è stato 
stimato come: 
REI=[(A − B)/A] × 100,  
dove per A si ha la lunghezza radicale ottenuta nel terreno di controllo, mentre B è la 
lunghezza radicale che si è accresciuta sul terreno contaminato (Yamamoto et al., 
2001). 
 
Figura 5:Piastre Petri con germinazione dei semi di V. faba, disposte a gruppi di tre in base alle diverse 
tesi: CTR(NV), CTR(V), SC(NV), SC(V) e SC-T(V). 
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3.5.3 Test di Genotossicità 
Sviluppo radice secondaria 
Il test di genotossicità è stato eseguito su radici secondarie di V. faba  seguendo il 
protocollo di Cotelle et al. 2015. I semi sono stati preparati come descritto in 
precedenza e successivamente sono state allestite 2 vaschette contenenti un substrato 
inerte, anch’esso imbibito con acqua bidistillata autoclavata. All’interno sono stati posti 
circa 100 semi di V. faba e al 3° giorno di germinazione, sono stati considerati i 
germogli in cui la radice primaria aveva raggiunto la lunghezza di circa 2- 3 cm. Per 
indurre lo sviluppo delle radici secondarie è stato rimosso l’apice primario; questi 
germogli sono stati posti all’interno di vaschette contenenti ≈40 g di terreno specifico 
per ciascuna tesi, affinché si sviluppassero le radici secondarie a contatto con i vari tipi 
di terreni. Per ogni tesi sono state allestite 3 vaschette ciascuna contenente 3 piantine. 
(Le tesi saggiate sono indicate nella sezione 3.5.1). 
Dopo ulteriori 5 giorni, terminato il periodo di esposizione, si è proceduto alla 
rimozione degli apici delle radici secondarie, in precedenza sciacquate con acqua di 
fonte. 
Fissaggio e colorazione delle radici secondarie 
Circa 20 apici per tesi sperimentale (derivati da 3 diverse piante e processati 
separatamente) sono stati posti in provette contenenti fissativo Carnoy (una soluzione di 
etanolo ed acido acetico in rapporto di 3:1), per 24 ore a +4°C. A questo punto il 
fissativo è stato rimosso e le radici sono state conservate in etanolo 70% a +4°C fino al 
momento della colorazione. Per effettuare la colorazione si è proceduto con il metodo di 
Feulgen, specifico per il DNA e con un rapporto quantitativo diretto tra l’intensità della 
colorazione e il contenuto di cromatina. Prima della colorazione le radici sono state 
lavate in acqua bidistillata e successivamente messe in una soluzione di HCl 1N per 6 
minuti in un bagnetto a +60°C, per l’idrolisi acida del DNA. Si è proceduto poi con la 
rimozione dell’HCl, e il trattamento con il reattivo di Schiff, della durata di 45 minuti 
(Barbafieri and Giorgetti 2016). 
Preparazione e chiusura dei vetrini 
Una volta conclusa la reazione con il reattivo di Schiff, gli apici meristematici sono stati 
posti su vetrini portaoggetto e sono stati effettuati gli schiacciamenti in acido acetico 
45%. Per ogni tesi sono stati preparati 6 vetrini (2 vetrini per ognuna delle 3 piantine), 
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su ciascuno dei quali sono stati posti circa 3-4 apici, ben distanziati l’uno dall’altro. Si è 
proceduto quindi con la deposizione di un vetrino copri oggetto e il seguente 
schiacciamento degli apici. Quest’ultimo è stato compiuto esercitando una leggera 
pressione con l’aiuto di pinzette da laboratorio, sugli apici adagiati precedentemente sul 
vetrino, per avere un unico strato di cellule da poter osservare al microscopio ottico. Per 
la chiusura permanente del vetrino, il copri oggetto è stato rimosso con l’ausilio 
dell’azoto liquido, fatto saltare rapidamente con una lama da bisturi. Il vetrino 
portaoggetto con il materiale da analizzare quindi è stato fatto asciugare all’aria e 
disidratato tramite passaggi di 5 minuti ciascuno in etanolo al 40%, 70%, 95%, due per 
etanolo 100% e xilene 100%. Infine si è utilizzato un montante per preparati istologici, 
il balsamo del Canadà, per chiudere il vetrino.  
Analisi citogenetica degli apici radicali di V.faba  
L’analisi citogenetica è stata effettuata su 5 apici diversi per ogni condizione 
sperimentale, valutando sia la percentuale di cellule in divisione (Indice Mitotico IM) 
che il numero di micronuclei presenti su 1000 cellule totali per ciascun apice 
meristematico. L’analisi è stata condotta con l’ingrandimento 100X al microscopio 
ottico Zeiss Axioskop dotato di videocamera AxioCam MRc5 Zeiss. Le immagini sono 
state acquisite tramite programma AxioVision Rel 4.6.(ISO 29200 2013). 
 
 
3.5.4 Test di Fitotossicità e Genotossicità su C. sativa 
Gli stessi protocolli sperimentali sono stati utilizzati anche per la specie C. sativa con 
alcune modifiche. Per il test di fitotossicità i semi di C. sativa sono stati messi a 
germinare direttamente sulle piastre Petri contenenti i 5 tipi diversi di substrato (10 semi 
per piastra, 30 semi totali per tesi). Per l’analisi citologica sono stati utilizzati apici 
primari fissati al 3° giorno di germinazione. Data la scarsa visibilità dei nuclei al 
microscopio, dopo la reazione con il Feulgen si è effettuata una controcolorazione con 
ematossilina per una migliore visualizzazione del materiale nucleare e cromosomico. 
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3.6 ANALISI STATISTICA 
L’analisi statistica dei dati raccolti relativi ad un minino di 3 repliche per ogni 
esperimento, è stata eseguita mediante ANOVA (Analysis of Variance) ad una via e i 
valori medi di ogni tesi sono stati sottoposti a confronto con il test di Tukey a P≤0.05. 
Tale analisi ha permesso di valutare le differenze significative (livello di significatività 
del 95%, α<0.05) interspecifiche tra le medie con relative deviazioni standard (DS). Le 
differenze statisticamente significative (P≤0.05) sono riportate nel testo e nei grafici, 
espresse con diverse lettere. 
Il programma statistico utilizzato è OriginPro 9.0 (OriginLab). 
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4. RISULTATI 
4.1 PROVE IN MICROCOSMO con C. sativa su terreno contaminato da As 
 
Il lavoro sperimentale di studio dell’efficienza del processo di fitoestrazione di As da 
parte di C. sativa ha previsto l’iniziale caratterizzazione della matrice contaminata. 
4.1.1 Caratterizzazione chimico-fisica del suolo 
Il terreno contaminato da arsenico, prelevato dal SIN di Massa, risulta avere un pH di 
7.92, una percentuale di argilla del 9.4%, di limo del 18.7% e di sabbia del 71,9%. La 
capacità di scambio cationico rilevata è pari a 11.9 cmol/kg. La caratterizzazione è 
riassunta nella seguente Tabella 4: 
 
 
Tabella 4: Caratterizzazione del terreno del SIN di Massa, contaminato da arsenico. A%, frazione di 
argilla nel suolo, L%, frazione di Limo nel suolo, S%, frazione di Sabbia nel suolo; CSC: capacità di 
scambio cationico (cmol/kg). 
 
Nella Tabella 5 è possibile visualizzare le caratteristiche chimico-fisiche del terreno 
agrario non contaminato utilizzato come controllo, proveniente dal comune di Santa 
Luce (Pi): 
 
Tabella 5: Caratterizzazione del terreno del SIN di Massa, contaminato da arsenico. A%, frazione di 
argilla nel suolo, L%, frazione di Limo nel suolo, S%, frazione di Sabbia nel suolo; CSC: capacità di 
scambio cationico (cmol/kg). 
Questi due terreni presentano una caratterizzazione chimico-fisica simile, e quindi il 
terreno del comune di Santa Luce può essere utilizzato come controllo per questa 
sperimentazione.  
 
pH A% L% S% CSC(cmol/kg) 
7,92 9,4 18,7 71,9 11,9 
pH A% L% S% CSC(cmol/kg) 
7,82 17,5 19,1 63,4 16,3 
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Sul terreno contaminato da arsenico tal quale è stata fatta un’estrazione sequenziale con 
il metodo di Wenzel in acqua (H2O) e di-idrogenofosfato di potassio (KH2PO4) ed 
un’estrazione totale per determinare rispettivamente, le concentrazioni di As 
biodisponibile e totale (Wenzel et al., 2001).  
Estraenti As mg∙kg-1 
H20 44,6 ± 4,5 
KH2PO4 68,8 ± 6,0 
Totale: HNO3e H2O2 1974,1 ± 274,7 
 
Tabella 6: Concentrazione biodisponibile e totale di As nel suolo, dopo estrazione sequenziale di Wenzel 
(Wenzel et al., 2001) in acqua, H2O e diidrogenofosfato di potassio KH2PO4 (0,1 M) e mineralizzazione 
in HNO3 e H2O2, rispettivamente. I valori sono riportati come medie di 3 repliche ± deviazioni standard.  
 
I valori riportati nella Tabella 6 evidenziano un’alta contaminazione di As da parte della 
matrice sia a livello di concentrazione totale del metalloide, sia a livello di 
concentrazione biodisponibile per la pianta, ovvero la mobilità risulta essere elevata, 
indice di un altrettante elevata pericolosità. Queste superano di molto i valori tabellari 
riportati nel par. 1.4. 
 
4.1.2 Biomassa ottenuta dalla C. sativa 
Allo scopo di determinare l’effetto della contaminazione da As del SIN considerato 
sulla produzione di biomassa vegetale, è stata valutata la resa in biomassa nella specie 
vegetale C. sativa, confrontando le piante cresciute sul terreno del comune di Santa 
Luce, non contaminato da arsenico (CTR), con piante cresciute su terreno contaminato. 
Nello specifico sono state considerate due tesi, che corrispondono rispettivamente una, 
al terreno contaminato da arsenico, derivante dal SIN di Massa, (SC), mentre l’altra, 
allo stesso terreno contaminato da arsenico, derivante dal SIN di Massa e trattato per 5 
giorni con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M (SC-T). Tutte le prove sono 
state condotte per 30 giorni, al termine dei quali sono state raccolte le piante, suddivise 
in foglie, fusti e radici. Nella Figura 6 è riportata la biomassa delle foglie di C. sativa, 
cresciute su suolo di controllo, contaminato e contaminato trattato, raccolte e misurate 
come grammi di sostanza secca al termine della sperimentazione.  
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Figura 6: Biomassa delle foglie di C. sativa espressa in grammi di sostanza secca (g s.s.). CTR: 
Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato da 
As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio 
(KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 4 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
Dal grafico della Figura 6 si osserva che, considerando la biomassa delle foglie dell’SC, 
dove le piante di canapa sono cresciute su terreno contaminato tal quale, si ha un peso 
secco significativamente  minore del 42,6% rispetto alla biomassa delle foglie delle 
piante cresciute su CTR (suolo controllo), mentre la biomassa fogliare della tesi SC-T 
(suolo contaminato trattato con KH2PO4) risulta significativamente minore del 32,8% 
rispetto al CTR. 
La differenza tra le biomassa delle foglie di canapa tra le tesi SC e SC-T non è diversa 
significativamente, anche se SC-T risulta maggiore di SC del 14,6%.  
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Figura 7: Biomassa dei fusti di C. sativa  espressa in grammi di sostanza secca (g s.s.). CTR: Controllo, 
piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato da As;  
SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 
0.1 M. I valori sono riportati come media di 4 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le 
differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
Lo stesso andamento nella produzione di biomassa si osserva considerando i fusti delle 
piante di canapa come riportato nel grafico della Figura 7. La biomassa dei fusti dell’SC 
ha un peso secco significativamente minore del 52,3% rispetto al CTR, mentre la 
biomassa dei fusti dell’SC-T è minore significativamente del 38,5% rispetto alla 
biomassa del CTR. 
Non si osservano differenze significative tra le tesi SC-T e SC sebbene la biomassa 
della tesi SC-T risulti maggiore del 22,4% rispetto al SC. 
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Figura 8: Biomassa delle radici di C. sativa espressa in grammi di sostanza secca (g s.s.).  
CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato 
da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio 
(KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 4 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
 
Per quanto riguarda la biomassa delle radici delle piante di canapa derivate dalle 
crescite nei tre diversi substrati, i risultati in Figura 8 evidenziano che non ci sono 
differenze statisticamente significative tra CTR, SC e SC-T. 
Questo risultato si discosta dall’andamento della biomassa di foglie e fusti nelle tre 
condizioni di crescita ma probabilmente è influenzato anche dalla difficoltà nella 
raccolta del tessuto radicale, molto fine, che tende ad amalgamarsi con il terreno che lo 
circonda.  
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Figura 9: Biomassa totale delle piante di C. sativa espressa in grammi di sostanza secca (g s.s.).  
CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato 
da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio 
(KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 4 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
 
Dai dati esposti nella Figura 9 relativi alla biomassa totale, si è osservato che il terreno 
contaminato riduce la crescita della specie vegetale C. sativa L., come atteso, dove la 
tesi SC-T è statisticamente minore in biomassa totale (espressa in grammi di sostanza 
secca) rispetto al CTR del 32%, e SC rispetto al CTR è statisticamente minore del 44%. 
Si evince anche che il trattamento con KH2PO4 determina un leggero aumento della 
biomassa del 17% rispetto alla tesi SC, anche se tale aumento non è statisticamente 
significativo. 
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4.2 DETERMINAZIONE DI ARSENICO NEI TESSUTI VEGETALI 
4.2.1 Contenuto di arsenico in C. sativa 
La concentrazione di arsenico è stata determinata attraverso l’analisi all’ICP-OES in 
ciascun organo della pianta, separatamente. Dalla Figura 10 alla 12 si possono vedere i 
contenuti di arsenico nelle foglie, fusti e radici della specie C. sativa. 
 
 
Figura 10: Contenuto di As nelle foglie di C. sativa espresso in mg/kg. CTR: Controllo, piante cresciute 
su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato da As; SC-T: piante cresciute su 
terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono 
riportati come media di 4 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
 
Dal grafico della Figura 10 si osserva che l’As non è presente nelle foglie del CTR, 
come atteso, mentre raggiunge valori di 42,8 mg/kg e 39,1 mg/kg nelle foglie delle 
piante di canapa cresciute sui suoli delle due tesi, SC e SC-T. Il contenuto di As 
determinato nelle foglie SC risulta essere maggiore non significativamente dell’8,7% 
rispetto a quello nell’SC-T. 
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Figura 11: Contenuto di As nei fusti di C. sativa L. espresso in mg/kg. CTR: Controllo, piante cresciute 
su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato da As; SC-T: piante cresciute su 
terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono 
riportati come media di 4 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
Analogamente la determinazione di As nei fusti riportata nel grafico della Figura 11 
mostra che l’As non è presente nei fusti del CTR mentre raggiunge i valori di 153,74 
mg/kg e 122,43 mg/kg nei fusti ottenuti dalle due tesi, SC e SC-T. Non si ha una 
differenza significativa tra il contenuto di As nelle tesi SC e nei SC-T. Il contenuto di 
As in SC risulta essere maggiore non significativamente del 20,4% rispetto a quello in 
SC-T. 
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Figura 12: Contenuto di As nelle radici di C. sativa L. espresso in mg/kg. CTR: Controllo, piante 
cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato da As; SC-T: piante 
cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M. I 
valori sono riportati come media di 4 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze 
significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
Lo stesso andamento si ha infine per il contenuto di As nelle radici come riportato nel 
grafico della Figura 12. Anche in questo caso l’As non è presente nelle radici delle 
piante di canapa del CTR, mentre nelle radici delle piante derivate dalle tesi SC e SC-T  
risulta essere significativamente diverso rispetto al CTR; l’As raggiunge valori molto 
elevati di 1473,48 mg/kg in SC e 1336,31 mg/kg in SC-T, dove SC risulta essere 
maggiore del 9,3% rispetto a SC-T, ma tale differenza non è significativa. L’elevata 
concentrazione di As nelle radici rispetto a quella rilevata negli altri organi della pianta 
può avere come cause non solo l’eccessiva presenza del contaminante nel terreno, ma 
anche la difficoltà nel praticare un’ingente e accurata pulizia, anche se effettuata tramite 
numerosi passaggi con acqua corrente e distillata, e l’ulteriore utilizzo di un bagno ad 
ultrasuoni.  
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Figura 13: Fitoestratto totale calcolato per la specie C. sativa, cresciuta sia su terreno contaminato SC, 
che su terreno contaminato trattato con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4), SC-T.  
 
Sulla base delle concentrazioni determinate nei vari tessuti e delle relative biomasse, a 
completezza dei dati, è stato calcolato il fitoestratto totale per entrambe le tesi SC e SC-
T. Nella Figura 13 si osserva che, il contenuto di As fitoestratto per la tesi SC è di  
102 μg, mentre nella tesi SC-T è di 98 μg.  
I dati non evidenziano differenze tra il trattato e non con il KH2PO4, e le quantità 
asportate dalla pianta (ad un ciclo di crescita) sono talmente ridotte da essere inferiori 
alla variabilità della concentrazione del metallo nel terreno stesso cosi da non 
evidenziare alcuna variazione di concentrazione di arsenico tra il prima e il dopo la 
crescita sia nelle frazioni biodisponibili ed a maggior ragione nella concentrazione 
totale.  
 
 
 
 
 
 
0
20
40
60
80
100
120
SC SC-T
A
s 
fi
to
es
tr
at
to
 to
ta
le
 in
 μ
g 
Fitoestratto totale in Cannabis sativa L.
RADICI
FUSTI
FOGLIE
63 
 
4.2.2 Fattore di Traslocazione e Fattore di Bioaccumulo 
I dati di accumulo di As nella pianta della specie C. sativa al termine dei 30 giorni di 
crescita, sono stati utilizzati per calcolare il fattore di bioaccumulo (BF, rapporto tra la 
concentrazione del metallo nella pianta e la concentrazione iniziale del metallo in 
soluzione nel suolo) e il fattore di traslocazione (TF, la capacità della pianta di 
traslocare i metalli dalle radici alla parte area, che si calcola tramite il rapporto tra la 
concentrazione del metallo nelle foglie con quello delle radici).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 7: A) TF, Fattore di Traslocazione, è il rapporto tra la concentrazione presente nella parte aerea 
della pianta e la concentrazione di As nelle radici. Una specie vegetale traslocatrice, è considerata tale 
quando il suo TF > 1 (Fitz and Wenzel, 2002; Rizzi et al., 2004). B) BF, Fattore di bioaccumulo, è il 
rapporto tra la concentrazione di As nella pianta e la concentrazione di As nel suolo estratto in acqua, o 
diidrogenofosfato di potassio, o con estrazione totale con acidi. 
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4.3 SAGGI ENZIMATICI INDICATORI DI STRESS OSSIDATIVO 
Dopo 30 giorni di crescita è stata prelevata parte della biomassa fogliare della specie  
C. sativa di ciascuna tesi, e sono state valutate le attività enzimatiche di diversi enzimi, 
implicati nel coadiuvare le cellule a contrastare lo stress ossidativo.  
 
4.3.1 Attività dell’enzima Superossido Dismutasi in foglie di C. sativa  
 
Figura 14: Attività dell’enzima Superossido Dismutasi nelle foglie di C. sativa L. espressa in unità di 
enzima/mg di proteine: CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute 
su terreno contaminato da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le 
differenti lettere rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey 
(P<0.05). 
 
 
Nella Figura 14 è riportato il grafico per l’enzima SOD nelle foglie di C. sativa.  
I risultati mostrano un aumento significativo dell’attività enzimatica nelle foglie delle 
piante cresciute sul terreno contaminato (SC), dove si ha un’attività enzimatica di  
182 U/mg proteina rispetto alle foglie del controllo (CTR) con 96 U/mg proteina. 
L’attività della SOD nelle foglie delle piante cresciute su terreno contaminato trattato 
con diidrogenofosfato (SC-T), tende a diminuire rispetto al campione SC e ad 
avvicinarsi ai valori del controllo, con 147 U/mg proteina.  
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4.3.2 Attività dell’enzima Catalasi in foglie di C. sativa 
 
 
Figura 15: Attività dell’enzima Catalasi nelle foglie di C. sativa L. espressa in unità di enzima/mg di 
proteine: CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno 
contaminato da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di 
potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
Nella Figura 15 è riportato il grafico per l’enzima Catalasi nelle foglie di C. sativa, dove 
si osserva che l’enzima presenta un’attività significativamente minore nelle piante 
cresciute sul terreno contaminato (SC e SC-T), rispetto al controllo (CTR). Nella tesi 
SC si ha un’attività di 234 U/mg proteina, mentre nella tesi SC-T si ha un’attività di 244 
U/mg proteina, entrambe diverse significativamente dall’attività della catalasi 
riscontrata nel CTR, dove si ha un’attività di 291 U/mg proteina.  
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4.3.3 Attività dell’enzima Ascorbato Perossidasi in foglie di C. sativa 
 
 
 
Figura 16: Attività dell’enzima Ascorbato Perossidasi nelle foglie di C. sativa L. espressa in unità di 
enzima/mg di proteine: CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute 
su terreno contaminato da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le 
differenti lettere rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey 
(P<0.05). 
 
 
Nella Figura 16 è riportato il grafico per l’enzima Ascorbato Perossidasi (APX) nelle 
foglie di C. sativa, dove si osserva che l’enzima presenta un’attività significativamente 
maggiore nelle foglie delle piante cresciute sul terreno contaminato (SC) (1.38 U/mg 
proteina) rispetto al CTR (1.13 U/mg proteina), mentre la tesi SC-T ha un andamento 
intermedio.  
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4.3.4 Attività dell’enzima Glutatione Reduttasi in foglie di C. sativa 
 
 
Figura 17: Attività dell’enzima Glutatione Reduttasi nelle foglie di C. sativa L. espressa in unità di 
enzima/mg di proteine: CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute 
su terreno contaminato da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le 
differenti lettere rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey 
(P<0.05). 
 
 
Nella Figura 17 è riportato il grafico per l’enzima glutatione riduttasi (GR) nelle foglie 
di C. sativa. La figura mostra un’attività enzimatica significativamente maggiore nelle 
foglie delle piante cresciute su SC-T (0.09 U/mg proteina), rispetto a quelle cresciute sul 
CTR (0.078 U/mg proteina) e sul SC (0.075 U/mg proteina).  
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4.4 SCAMBI GASSOSI INDICATORI DI STRESS FISIOLOGICO 
Al 30° giorno di vita, sono state valutate le performance fotosintetiche di foglie mature 
di C. sativa mediante un analizzatore portatile di scambi gassosi  Questa analisi ha 
portato ad avere dati sulla assimilazione netta di CO2, sulla conduttanza stomatica al 
vapore acqueo, sulla traspirazione fogliare, sulla concentrazione intercellulare di CO2 e 
sull’efficienza nell’utilizzazione dell’acqua da parte della pianta.  
 
4.4.1 Assimilazione netta di CO2 (A) 
 
Figura 18: Assimilazione netta (A) di CO2 in C. sativa al 30° giorno espressa in moli CO2 m−2 s−1. 
CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato 
da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio 
(KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
In Figura 18, l’assimilazione netta della CO2 (A) risulta significativamente più bassa 
nelle piante cresciute nel campione SC,  rispetto alle piante CTR. La tesi SC-T invece 
presenta un andamento comune sia al CTR che alla tesi SC, dove non si ha differenza 
significativa. 
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4.4.2 Conduttanza stomatica al vapore acqueo (gS) 
 
 
Figura 19: Conduttanza stomatica (gs) al vapore acqueo in C. sativa al 30° giorno espressa in moli H2O 
m−2 s−1.CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno 
contaminato da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di 
potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
I risultati mostrati in Figura 19, relativi alla conduttanza stomatica al vapore acqueo (gS)  
indicano che vi è differenza significativa tra l’SC e l’SC-T rispetto al CTR, e che i 
valori di gs sono ridotti di più del 50% in piante cresciute su SC e SC-T, se paragonati 
alle piante CTR. 
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4.4.3 Traspirazione fogliare (E) 
 
 
 
Figura 20: Traspirazione fogliare (E) in C. sativa al 30° giorno espressa in moli H2O m
-2 s-1. 
CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno contaminato 
da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio 
(KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
Dai risultati mostrati in Figura 20, relativi alla traspirazione fogliare (E) vi è una 
riduzione pronunciata e significativa  tra l’SC e il CTR. L’SC-T invece presenta un 
andamento statisticamente comparabile sia al CTR che all’SC. 
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4.4.4 Concentrazione intercellulare di CO2 (Ci) 
 
 
 
Figura 21: Concentrazione intercellulare di CO2 al 30° giorno in C. sativa espressa in moli CO2 moli  
aria-1. CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su terreno 
contaminato da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di 
potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere 
rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
Nella Figura 21 sono riportati i risultati relativi alla concentrazione intercellulare di CO2 
(Ci), che rivelano una significativa riduzione tra SC-T e il CTR. L’SC invece presenta 
un andamento comune sia al CTR che all’SC-T, dove non si ha differenza significativa. 
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4.4.5 Efficienza nell’utilizzazione dell’acqua (WUE =A/E) 
 
 
 
Figura 22: Efficienza dell’Utilizzo dell’Acqua (WUE) in C. sativa al 30° giorno espressa in moli CO2 
mmoli H2O
-1. CTR: Controllo, piante cresciute su terreno non contaminato; SC: piante cresciute su 
terreno contaminato da As; SC-T: piante cresciute su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le 
differenti lettere rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey 
(P<0.05). 
 
Nella Figura 22, i risultati riguardanti l’efficienza nell’utilizzazione dell’acqua (WUE) 
non hanno dato differenze significative tra le tesi. 
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4.5 TEST DI FITOTOSSICITA’ E GENOTOSSICITA’ 
La tossicità del terreno contaminato da As  è stata valutata tramite analisi di fitotossicità 
e genotossicità, prendendo in considerazione sia la specie modello per saggi di 
genotossicità, rappresentata da Vicia faba L., che la specie presa in esame per questa 
sperimentazione, la C. sativa. Gli esperimenti sono stati condotti su terreno tal quale e 
precedentemente vegetato con C. sativa, per vedere se la crescita di quest’ultima per 30 
giorni avesse in qualche modo modificato il terreno (per esempio con gli essudati 
radicali) rendendo più o meno accessibile l’As. Per questo motivo si sono prese in 
considerazione 5 tesi diverse 
1) CTRNV : piante germinate in terreno controllo (di derivazione del comune di 
Santa Luce, Pisa)  
2) CTRV : piante germinate in terreno di controllo su cui era stata fatta crescere 
precedentemente C. sativa  per 30 giorni  
3) SCNV  : piante germinate su suolo contaminato da As, tal quale; 
4) SCV : piante germinate su suolo contaminato da As, su cui era stata fatta 
crescere precedentemente C. sativa per 30 giorni; 
5) SC-TV : piante germinate su suolo contaminato da As, precedentemente 
vegetato con C. sativa per 30 giorni e trattato con il mobilizzante fosfato 
(KH2PO4). 
 
 
 
Prima di effettuare il test di fitotossicità è stata valutata la biodisponibilità in acqua 
dell’As prima e dopo la crescita di C. sativa. Nei terreni vegetati si è osservato che 
questa aumentava significativamente nell’SC-TV, dove da un valore iniziale (SCNV) di 
41.9 mg/kg, si arrivava ad un valore di 52,5 mg/kg in SC-TV (Figura 23). Rilevare 
l’aumentata biodisponibilità in acqua, soprattutto nel suolo contaminato trattato (SC-
TV), è importante per vedere se si riscontrano differenze anche nella fitotossicità e nella 
genotossicità di V. faba germinata e cresciuta sui terreni delle diverse tesi.  
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Figura 23: Contenuto di As nel suolo contaminato, valutato con estrazione in acqua secondo il metodo di 
Wenzel (Wenzel et al., 2001) prima e dopo la crescita di C. sativa: CTRNV: Controllo, terreno non 
contaminato non vegetato; CTRV: terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 
30 giorni;  SCNV: terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: terreno contaminato da As, vegetato con 
C. sativa per 30 giorni; SC-TV: terreno contaminato da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio 
(KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono riportati come media di 3 repliche ± 
DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey 
(P<0.05). 
 
 
4.5.1 Indice di germinazione in V. faba 
L’Indice di Germinazione (IG%, vedi par 3.5.2), che combina i due parametri 
germinazione e allungamento radicale, determina la tossicità di un dato suolo sul quale 
una data pianta è stata messa a germinare. L’IG% indica se il processo germinativo 
viene inibito o meno in presenza di matrici potenzialmente contaminate e se risulta 
minore del 50% o maggiore del 100%, rileva tossicità (IRSA, 1983). 
L’IG% è stato valutato al terzo giorno di germinazione (T3) di V. faba nelle diverse 
condizioni sopra specificate.  Per quanto riguarda gli Indici di Germinazione calcolati 
per le varie tesi, questi risultano essere tutti molto più bassi rispetto al riferimento dei 
semi germinati sul terreno controllo. 
Nello specifico si è osservato che nel terreno di controllo non contaminato ma vegetato 
con C. sativa L. per 30 giorni l’IG% per la V. faba  è del 38.2% (CTRV), nel terreno 
contaminato da arsenico, tal quale l’IG% è del 25.2% (SCNV), mentre nel terreno 
contaminato e vegetato precedentemente con C. sativa, l’IG per la V. faba è del 42.8% 
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(SCV), ed infine nel terreno contaminato, precedentemente vegetato con C. sativa per 30 
giorni e trattato con il mobilizzante fosfato (KH2PO4), l’IG% è del 23% (SC-TV).  
 
 
 
Figura 24:Indici di Germinazione di V. faba determinati al 3° giorno di germinazione sui diversi substrati 
considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: semi 
germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: semi 
germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato da As, 
vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
I risultati evidenziati nella Figura 24 indicano che l’IG% in V. faba risulta essere 
significativamente diverso tra il CTRNV (terreno controllo non vegetato) e tutte le tesi 
considerate, le quali invece presentano un andamento comune, con differenze tra di loro 
non significative, con un generale abbassamento dell’IG% indicando condizioni di 
tossicità per tutti i trattamenti.  
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4.5.2 Indice di germinazione in C. sativa 
L’IG% è stato valutato al terzo giorno di germinazione (T3) considerando anche  
C. sativa. Per quanto riguarda gli IG% calcolati per le varie tesi si ha che nel terreno 
non contaminato ma vegetato con C. sativa per 30 giorni, l’IG% per la C. sativa è del 
102.7% (CTRV); nel terreno contaminato da arsenico tal quale l’IG% è del 36.3% 
(SCNV); nel terreno contaminato e vegetato precedentemente con C. sativa, l’IG% per la 
C. sativa è del 23.9 % (SCV), ed infine nel terreno contaminato, precedentemente 
vegetato con C. sativa per 30 giorni e trattato con il mobilizzante fosfato (KH2PO4), 
l’IG% per la C. sativa è del 48.1%, (SC-TV).  
 
Figura 25:Indici di Germinazione di C. sativa determinati al 3° giorno di germinazione sui diversi 
substrati considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: 
semi germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: 
semi germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato 
da As, vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato 
con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
Nella Figura 25 si ritrova il grafico dell’IG% in C. sativa.  
L’analisi statistica ha evidenziato che i valori ottenuti per il CTRNV  e il CTRV ma anche 
per il SC-TV (suolo contaminato, trattato con diidrogenofosfato di potassio e 
precedentemente vegetato) non risultano significativamente differenti. Una differenza 
significativa è apprezzabile invece tra le due tesi CTR e le due tesi con terreno 
contaminato da As  SC (SCNV  e SCV) indicando forte inibizione del processo di 
germinazione. 
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Queste osservazioni sul terreno contaminato non risultano in contrasto con le prove di 
crescita in microcosmo, in questo caso gli esperimenti sono stati allestiti con semi pre-
germinati. 
4.5.3 Allungamento radicale e root elongation inhibition su V. faba  
L’allungamento della radice primaria (AR) della specie V. faba è stato valutato al T3.  
I risultati ottenuti indicano che l’AR risulta fortemente inibito in presenza di terreno 
contaminato da As. Nello specifico è stato osservato che: nel terreno controllo, non 
contaminato da arsenico, l’allungamento radicale di V. faba è in media di 3.07 cm 
(CTRNV). Per quanto riguarda gli allungamenti radicali misurati per le varie tesi, si ha 
che nel terreno non contaminato ma vegetato con C. sativa per 30 giorni, l’AR per la 
radice primaria di V. faba è in media di 2.67 cm (CTRV); nel terreno contaminato da 
arsenico del SIN  di Massa tal quale, l’AR è di 0.72 cm (SCNV), nel terreno contaminato 
e vegetato precedentemente con C. sativa, l’AR per la radice primaria di V. faba è in 
media di 1.31 cm (SCV), ed infine nel terreno contaminato precedentemente vegetato 
con C. sativa per 30 giorni e trattato con il mobilizzante fosfato (KH2PO4), l’AR per la 
radice primaria di V. faba è in media 0.73 cm (SC-TV). Questi risultati vengono 
evidenziati nell’istogramma in Figura 26: 
 
Figura 26: Allungamenti radicali di V. faba  determinati al 3° giorno di germinazione sui diversi substrati 
considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: semi 
germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: semi 
germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato da As, 
vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
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L’analisi statistica ha evidenziato che le differenze relative all’AR in V. faba, sono 
significative tra i gruppi CTR (CTRNV  e CTRV) e tutti i trattamenti effettuati con 
terreno contaminato da As (SCNV, SCV e il SC-TV ).  
È stata calcolata quindi la root elongation inhibition (REI vedi par 3.5.2) per tutte le 
tesi, in funzione dei semi germinati sul terreno di controllo. Questo indice può variare 
da 0 (non c’è presenza di inibizione della germinazione da parte del terreno) a 1 
(completa inibizione).  Nelle diverse tesi si riscontrano gradi diversi di inibizione, dove 
si ha che nel terreno non contaminato, ma vegetato con C. sativa per 30 giorni, la REI 
per la radice primaria di V. faba è 0.13 (CTRV), mentre nel terreno contaminato da 
arsenico, tal quale la REI è 0.75 (SCNV), nel terreno contaminato e vegetato 
precedentemente con C. sativa, la REI per la radice primaria di V. faba è 0.57 (SCV), ed 
infine nel terreno contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni e 
trattato con il mobilizzante fosfato (KH2PO4), la REI per la radice primaria di V. faba è 
0.76 (SC-TV). 
I risultati vengono rappresentati nella Figura 27: 
 
Figure 27: Le Root Elongation Inhibition di V. faba determinate al 3° giorno di germinazione sui diversi 
substrati considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: 
semi germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: 
semi germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato 
da As, vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato 
con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
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Il CTRNV  e il CTRV non risultano significativamente differenti. Una differenza 
significativa è apprezzabile invece tra le due tesi CTR (CTRNV e CTRV) e le tre tesi in 
cui si utilizzano i terreni contaminati da As, le due SC (SCNV  e SCV) e la tesi SC-TV. 
L’allungamento radicale di V. faba germinata su terreni contaminati da As risulta 
fortemente inibito, come mostrato in Figura 28. 
 
Figura 28: Radici primarie in V. faba per le tesi CTRV, SCV e SC-TV, rispettivamente da sinistra a destra. 
 
4.5.4 Allungamento radicale e root elongation inhibition su C. sativa  
L’effetto di potenziale inibizione dell’allungamento radicale dell’As è stato valutato in 
parallelo anche sulla specie C. sativa. I risultati ottenuti hanno indicato che: nel terreno 
controllo, non contaminato da arsenico, l’AR di C. sativa è in media di 2.15 cm 
(CTRNV). Per quanto riguarda gli AR misurati per le varie tesi, si ha che nel terreno non 
contaminato ma vegetato con C. sativa per 30 giorni, l’AR per la radice primaria di C. 
sativa è in media di 1.98 cm (CTRV), mentre nel terreno contaminato da arsenico, tal 
quale, l’AR è di 1.03 cm (SCNV), mentre nel terreno contaminato e vegetato 
precedentemente con C. sativa, l’AR per la radice primaria di C. sativa è in media di 
1.01 cm (SCV), ed infine nel terreno contaminato precedentemente vegetato con C. 
sativa per 30 giorni e trattato con il mobilizzante fosfato (KH2PO4), l’AR per la radice 
primaria di C. sativa è in media 1.21 cm (SC-TV). Questi risultati sono illustrati nella 
Figura 29 e mettono in evidenza come anche in C. sativa i substrati contaminati con As 
determinano una diminuzione della crescita radicale. 
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Figura 29: Allungamenti radicali di C. sativa determinato al 3° giorno di germinazione sui diversi 
substrati considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: 
semi germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: 
semi germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato 
da As, vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato 
con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
 
L’analisi statistica ha evidenziato che il CTRNV e il CTRV non risultano 
significativamente differenti. Una differenza significativa è apprezzabile invece tra le 
due tesi CTR e le tre tesi, con terreno contaminato da As, le due SC (SCNV e SCV) e il 
SC-TV. 
Anche per la canapa è stata calcolata la root elongation inhibition per tutte le tesi, dove 
si è osservato che si ha che nel terreno non contaminato, ma vegetato con C. sativa per 
30 giorni la REI per la radice primaria di C. sativa è 0.08 (CTRV); nel terreno 
contaminato tal quale la REI è 0.52 (SCNV); mentre nel terreno contaminato e vegetato 
precedentemente con C. sativa, la REI per la radice primaria di C. sativa è 0.53 (SCV); 
infine, nel terreno contaminato da arsenico, precedentemente vegetato con C. sativa per 
30 giorni e trattato con il mobilizzante fosfato (KH2PO4), la REI per la radice primaria 
di C. sativa è 0.44 (SC-TV). 
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I risultati ottenuti indicano inibizione sull’allungamento radicale nei terreni contaminati 
da As e vengono riportati in Figura 30: 
 
Figura 30: Le Root Elongation Inhibition di C. sativa determinato al 3° giorno di germinazione sui 
diversi substrati considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; 
CTRV: semi germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  
SCNV: semi germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno 
contaminato da As, vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato 
da As, trattato con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I 
valori sono riportati come media di 3 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze 
significative tra le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
Dall’analisi statistica rappresentata nella Figura 30, si è evidenziato che CTRNV e il 
CTRV non risultano significativamente differenti. Una differenza significativa è 
apprezzabile invece tra le due tesi CTR e le tre tesi con terreno contaminato da As, le 
due SC (SCNV  e SCV) e la SC-TV. 
 
 
 
 
 
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0,60
0,70
0,80
CTR(NV) CTR(V) SC(NV) SC(V) SC-T(V)
R
at
io
 0
 <
 x
 <
 1
Root elongation inhibition in Cannabis sativa L.
b
b
b
a
a
82 
 
Nella Figura 31 vengono mostrati i semi germinati in piastra sui diversi substrati, dove è 
possibile notare macroscopicamente l’effetto sia sulla germinazione che 
sull’allungamento radicale della contaminazione da As. 
 
 
 
Figura 31:Radici primarie in C. sativa al T3 per le diverse tesi SC-TV, SCV, CTRV, SCV e CTRNV, 
rispettivamente da sinistra. 
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4.6 TEST DI GENOTOSSICITA’ 
4.6.1 Indice mitotico e divisioni anomale su V. faba  
L’analisi citologica dei meristemi radicali è stata effettuata in V. faba per osservare 
eventuali effetti dell’As presente nei terreni contaminati considerati in questa 
sperimentazione.  
L’ analisi è stata condotta su radici secondarie prelevate dopo 5 giorni di esposizione ai 
5 diversi tipi di substrato utilizzati in contemporanea per le prove di fitotossicità 
andando a valutare i parametri Indice Mitotico (IM%) come indice di citotossicità e il 
test del Micronucleo come indice di genotossicità. I risultati ottenuti per la specie  
V. faba  hanno rilevato che:  nel terreno di controllo tal quale l’IM è del 16% (CTRNV); 
nel terreno di controllo vegetato precedentemente da C. sativa, si ha un IM di 18% 
(CTRV); mentre nel terreno contaminato tal quale l’IM è dell’ 9% (SCNV), nel terreno 
contaminato vegetato precedentemente da C. sativa, l’IM è dell’ 12% (SCV), ed infine 
nel terreno contaminato vegetato precedentemente da C. sativa e trattato con KH2PO4, 
l’IM è del 13% (SC-TV). 
 
Figura 32: Indici Mitotici di V. faba determinati su apici secondari esposti per 5 giorni ai diversi substrati 
considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: semi 
germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: semi 
germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato da As, 
vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media  di 6 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
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Nella Figura 32 sono rappresentati gli IM% relativi ai vari trattamenti. In generale i 
trattamenti con i terreni contaminati da As presentano un IM% inferiore rispetto al 
controllo. L’analisi statistica ha evidenziato che il CTRNV non è diverso 
significativamente dal CTRV. Si ha poi che il SCNV presenta un IM significativamente 
inferiore rispetto ai due CTR (CTRNV e CTRV), ma non verso il SCV e il SC-TV. Le due 
tesi SCV e SC-TV, non presentano differenza significativa tra loro ma neppure rispetto al 
CTRNV e il SCNV, mentre risultano significativamente differenti rispetto al CTRV.  
 
 
 
 
 
 
Sono state inoltre valutate le divisioni anomale su V. faba, come la presenza di divisioni 
mitotiche con cromosomi sticky, la presenza di ponti cromosomici in ana-telofase, di 
metafasi anomale e c-metafasi per assenza di fuso mitotico. Negli apici radicali ottenuti 
nel terreno di controllo tal quale le divisioni anomale sono il 15% (CTRNV) rispetto al 
totale delle divisioni mitotiche. Negli apici ottenuti nel terreno di controllo vegetato 
precedentemente da C. sativa c’è una percentuale di divisioni anomale del 14% (CTRV); 
mentre in quelli ottenuti nel terreno contaminato tal quale le divisioni anomale sono il 
52% (SCNV), nel terreno contaminato vegetato precedentemente da C. sativa, gli apici 
presentano una frequenza in divisioni anomale del 51% (SCV), ed infine gli apici esposti 
al terreno contaminato vegetato precedentemente da C. sativa e trattato con KH2PO4, le 
divisioni anomale sono il 48% (SC-TV) delle divisioni totali. 
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Figura33: Divisioni Anomale di V. faba determinate su apici secondari esposti per 5 giorni ai diversi 
substrati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: semi 
germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: semi 
germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato da As, 
vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 6 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
Come si può osservare in Figura 33 relativa alle divisioni anomale riscontrate nelle 
cellule di V. faba, il CTRNV non è diverso significativamente rispetto al CTRV, ma 
entrambi sono significativamente diversi da SCNV, SCV e SC-TV dove le divisioni 
anomale sono circa il 50 % del totale. Queste 3 condizioni sperimentali in cui gli apici 
sono esposti ai tre tipi di terreno contaminato da As, presentano un andamento comune, 
non significativamente diverso. 
 
 
 
Figura 34: Mitosi in V. faba cresciuta su terreno di controllo non contaminato CTR: 
A) Profase mitotica; B) Metafase mitotica; C) Anafase mitotica 
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
CTR(NV) CTR(V) SC(NV) SC(V) SC-T(V)
D
A
 (%
)
Divisioni mitotiche anomale
a
bb
b
a
A) B) C) 
86 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura35: Mitosi in V. faba cresciuta su suolo contaminato da arsenico (SC):  
A) sticky; B) Metafase anomala con perdita di frammento cromosomico; C) Anafase anomala con 
presenza di doppio ponte; D)Ana-Telofase anomala con perdita cromosomica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36: Mitosi in V. faba cresciuta su suolo contaminato da arsenico e trattato (SC-T):  
A) Metafase anomala e anafase con presenza di un doppio ponte; B) Anafase anomala con ponti 
cromosomici; C) Anafase anomala; D)Anafase anomala presenza di doppi ponti. 
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Nella Figura 34 si possono notare alcune delle divisioni mitotiche avvenute in piante 
cresciute su terreno di controllo (CTR), che risultano normali. Nella Figura 35 si 
possono vedere alcune delle divisioni mitotiche anomale ritrovate in piante cresciute su 
terreno contaminato tal quale (SC), mentre nella Figura 36, divisioni mitotiche anomale 
per la tesi SC-T. 
 
4.6.2 Test del Micronucleo su V. faba 
 
Figura 37: Test del Micronucleo su V. faba determinate su apici secondari esposti per 5 giorni ai diversi 
substrati considerati: CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: 
semi germinati su terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: 
semi germinati su terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato 
da As, vegetato con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato 
con diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 6 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
 
Nella Figura 37 sono riportate in grafico le frequenze di micronuclei in apici radicali di 
V. faba. E’ possibile osservare che le due tesi CTR (CTRNV e CTRV), non sono 
significativamente diverse con una percentuale di micronuclei molto bassa, inferiore 
allo 0,1%, mentre sono statisticamente significative rispetto alle tesi con terreni 
contaminati da As (SCNV, SCV e SC-TV) dove i micronuclei hanno una frequenza 
intorno allo 0,5% . Le ultime tre tesi non sono significativamente differenti tra loro.  
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Figura 38: Micronuclei ritrovati nelle diverse tesi, cresciute su terreno contaminato. 
Nella Figura 38 si possono vedere alcuni dei micronuclei ritrovati nelle tesi SC ed SC-
T. 
 
 
 
 
4.6.3 Indice Mitotico su C. sativa 
Lo stesso tipo di analisi è stata effettuata su apici primari di C. sativa dopo 3 giorni 
dalla germinazione sui 5 tipi di terreno contaminati o meno da As.  
Su questo materiale biologico è stato possibile effettuare solo l’Indice Mitotico in 
quanto la canapa possiede nuclei e cromosomi molto piccoli e non è stato possibile 
individuare la presenza di anomalie cromosomiche, di frammenti cromosomici e di 
micronuclei. 
I risultati ottenuti dall’analisi dell’IM hanno evidenziato che la presenza di As nel 
terreno porta ad una inibizione dell’attività mitotica. Negli apici primari ottenuti nel 
terreno di controllo tal quale l’IM è del 17.7% (CTRNV); nel terreno di controllo 
vegetato precedentemente da C. sativa, si ha un IM di 17.7% (CTRV); mentre negli 
apici esposti al terreno contaminato tal quale l’IM è del 12.5% (SCNV), nel terreno 
contaminato vegetato precedentemente da C. sativa, l’IM è dell’11.0% (SCV), ed infine 
nel terreno contaminato vegetato precedentemente da C. sativa e trattato con KH2PO4, 
l’IM è del 12.9% (SC-TV). 
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Figura 39: Indici Mitotici di C. sativa determinati al 3° giorno di crescita sui diversi substrati considerati: 
CTRNV: Controllo, semi germinati su terreno non contaminato non vegetato; CTRV: semi germinati su 
terreno non contaminato precedentemente vegetato con C. sativa per 30 giorni;  SCNV: semi germinati su 
terreno contaminato da As, non vegetato; SCV: semi germinati su terreno contaminato da As, vegetato 
con C. sativa per 30 giorni; SC-TV: semi germinati su terreno contaminato da As, trattato con 
diidrogenofosfato di potassio (KH2PO4) 0.1 M e vegetato con C. sativa per 30 giorni. I valori sono 
riportati come media di 6 repliche ± DS. Le differenti lettere rappresentano le differenze significative tra 
le prove, ottenute con il test di Tukey (P<0.05). 
Nella Figura 39 sono riportate nel grafico le percentuali relative all’Indice Mitotico 
nelle cellule di C. sativa, dove si ha che le due tesi CTR (CTRNV e CTRV), presentano 
un andamento simile e non significativamente diverso sia tra loro che rispetto al SC-TV, 
mentre presentano differenza significativa rispetto alle due tesi relative al terreno 
contaminato, SCNV, SCV. La tesi SC-TV non è inoltre diversa significativamente dalle 
due tesi SC. 
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Figura 40: Divisioni cellulari in C. sativa. 
 
Nella Figura 40 si possono notare alcune delle divisioni mitotiche in C. sativa. 
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5. DISCUSSIONE 
Il presente studio è stato condotto attraverso un approccio multidisciplinare, dove si 
sono integrati parametri di tipo chimico con dati di carattere biochimico, fisiologico e 
citologico. Questa prospettiva è molto importante, poiché si vengono ad integrare gli 
aspetti interdisciplinari propri della tecnologia di fitorimedio, ovvero prendendo in 
considerazione l’interazione che avviene tra il suolo e la pianta. Alla sperimentazione in 
microcosmo si sono infatti affiancate ulteriori indagini volte alla valutazione dello stress 
della pianta, in particolare sull’attività degli enzimi coinvolti nello stress ossidativo, 
l’attività fotosintetica ed i relativi scambi gassosi, gli effetti fitotossici e genotossici del 
suolo sulla specie vegetale, che consentono un’indagine più dettagliata dello stato 
fisiologico della pianta. Tali ricerche potranno essere di grande utilità nel delucidare i 
meccanismi di tossicità a cui va incontro la pianta quando viene esposta alla 
contaminazione e quindi, nel selezionare diversi approcci che possano essere di aiuto 
nel ripristinare lo stato di salute della pianta ed incrementare così sia la resa in biomassa 
che l’assorbimento e la traslocazione del contaminante, portando quindi in ultima 
analisi ad un’implementazione del processo di fitoestrazione. 
Effetto della contaminazione da arsenico in C. sativa  
Il test di fitoestrazione ha utilizzato piante di canapa da fibra (C. sativa, var. Ferimon) e 
si è svolto in scala di microcosmo, in condizioni ambientali controllate. I test in 
microcosmo sono studi preliminari, che vengono sviluppati successivamente con test in 
mesocosmo, in cui le piante sono fatte crescere fino al completamento del ciclo 
vegetativo e con test pilota in campo, ovvero le tre fasi di studio di applicabilità della 
tecnologia del fitorimedio (Barbafieri et al., 2013, procedure già descritte nel par. 
1.2.1). Essendo quindi un primo step, vengono valutate maggiormente le risposte della 
pianta al suolo inquinato e della pianta e del suolo al trattamento con il mobilizzante. 
Nel presente studio parte dei microcosmi sono stati trattati con KH2PO4, noto 
ammendante per aumentare la mobilità dell’arsenico nella fase liquida del suolo, e 
quindi incrementarne l’uptake da parte delle piante. Tale additivo si è mostrato efficace 
in diverse sperimentazioni sia con colture agronomiche “non iperaccumulatrici” (Tassi 
et al., 2004; Grifoni et al., 2015) ma anche con la specie iperaccumulatrice di arsenico, 
Pteris vittata (Tu and Ma, 2009; Barbafieri et al., 2012). Il KH2PO4 infatti reagisce sul 
terreno con gli stessi siti di scambio dell’arsenico, rendendolo più disponibile ai 
processi ambientali e di assorbimento da parte delle piante. 
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Per un controllo dei parametri di crescita si sono allestiti microcosmi con un terreno 
agrario privo di ogni contaminazione.  
Le prime analisi che sono state eseguite hanno considerato la caratterizzazione del 
suolo, che permette di avere una panoramica della matrice testata.  
Il terreno impiegato in questo studio presentava un’elevata contaminazione di As, sia 
come concentrazione totale, che come frazione biodisponibile. La maggiore 
biodisponibilità di As nel suolo è stata riscontrata dopo l’estrazione con KH2PO4, che 
indica la potenziale mobilità del metalloide dopo il trattamento del suolo con il 
diidrogenofosfato di potassio alla stessa molarità. I risultati ottenuti indicano dunque 
un’elevata mobilità, indice di un altrettante elevata pericolosità. 
In questa sperimentazione, la specie scelta per un possibile utilizzo nella fitoestrazione 
assistita con KH2PO4, è stata la C. sativa. Questa specie infatti presenta caratteristiche 
agronomiche per la coltivazione migliori rispetto alle specie iper-accumulatrici (velocità 
di crescita meno lenta, produzione in biomassa maggiore, possibilità di coltivazione con 
diversi tipi di climi e ambienti), e l’eventuale modalità di raccolta meccanizzata, che 
agevola le operazioni in campo. A tutt’oggi però la C. sativa è scarsamente studiata per 
un suo impiego nella tecnologia del fitorimedio (Linger et al., 2002; Meers et al., 2005). 
Parametri fondamentali per valutare l’efficienza fitoestrattiva sono la resa in biomassa e 
l’accumulo del contaminante, preferibilmente nella parte aerea. Nella sperimentazione i 
dati di resa in biomassa evidenziano un calo di circa il 40-50% in foglie e fusti per 
campioni cresciuti sul terreno contaminato, con un lieve incremento di circa il 15% nei 
fusti con l’aggiunta del trattamento con KH2PO4. Questi dati indicano un effetto tossico 
dell’As, ma anche che il trattamento riesce in parte a ridurlo. I risultati evidenziano così,  
che il trattamento con il diidrogenofosfato di potassio (SC-T) ha migliorato 
sensibilmente la crescita della canapa, pur non avendo una differenza significativa con 
la tesi SC, su cui non è stato eseguito il trattamento.  
Le analisi di determinazione della concentrazione di arsenico nella sostanza secca dei 
vari organi della specie C. sativa, non hanno mostrato alcuna differenza significativa 
nell’assorbimento dell’arsenico tra le diverse tesi, così come non si riscontra una 
significatività nei valori di TF (Fattore di Traslocazione). Infatti, solo una quantità 
relativamente bassa in entrambe le tesi viene traslocata nella parte aerea. La bassa 
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traslocazione di As dalle radici alla parte aerea è stata riportata anche per altre specie 
vegetali cresciute su suoli contaminati (Caille et al., 2004; Bergqvist et al., 2012). 
La non significatività dei dati di concentrazione di As in piante cresciute su terreno 
trattato e piante cresciute su terreno tal quale, si discosta leggermente dai dati presenti in 
letteratura (Tu and Ma, 2002; Tu and Ma, 2003; Cao et al., 2002;  Barbafieri et al., 
2012; Petrová et al., 2012), che evidenziano invece un’azione positiva del 
diidrogenofosfato di potassio sull’assorbimento di As da parte delle piante. Si può 
ipotizzare che la pianta, anche in assenza del mobilizzante, abbia trovato nella soluzione 
del terreno la quantità massima di As da accumulare, per cui un ulteriore aumento della 
biodisponibilità non ne induce alcun incremento. 
Il fitoestratto calcolato come il prodotto tra sostanza secca e concentrazione del 
metalloide nel tessuto vegetale, non risulta essere differente tra le due tesi.  
Pur non potendo definire la C. sativa come specie iper-accumulatrice di As, come la 
Pteris vittata L. (accumulo di As nelle fronde da 3000-8000 mg/kg) (Ma et al., 2001; Tu 
and Ma, 2002; Barbafieri et al., 2012), è possibile però ipotizzare un suo futuro impiego 
nella fitoestrazione assistita, poiché i dati sono incoraggianti e possono essere oggetto di 
ulteriori test per migliorarne l’efficienza. 
Il meccanismo di tolleranza per i metalli/metalloidi nelle piante include sia l’accumulo 
ma anche l’esclusione degli elementi (Baker 1987), cosa che si evidenzia nell’alta 
concentrazione di As nelle radici e nel valore del fattore di traslocazione, che risulta 
essere molto inferiore ad 1 (TF < 0,06). Il fattore di bioaccumulo, il rapporto tra la 
concentrazione di As nella pianta e quella nella soluzione del terreno, risulta essere circa 
1,30 per entrambe le tesi (quindi maggiore di uno), dipendente molto però dalla 
concentrazione di As rilevata nelle radici. Il meccanismo di esclusione da parte della 
canapa per l’As, sembra limitare il trasferimento dell’As alle parti aeree della pianta 
(fusti e foglie). E’ stato visto nello studio di Carbonell-Barrachina et al (1997) che le 
piante di pomodoro (Lycopersicum esculentum Mill) evitavano il trasferimento 
dell’arsenico nei fusti, mantenendo un’alta concentrazione del metalloide nelle radici, in 
modo tale da compartimentalizzare l’agente tossico e minimizzarne l’impatto sulla 
crescita ed il metabolismo. 
L’As è altamente tossico per le piante ed agisce come analogo del fosfato, a livello 
anionico, e ne influenza il metabolismo nelle piante, andando a reagire con i gruppi 
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sulfidrili degli enzimi e delle strutture delle proteine, portando all’inibizione delle 
funzioni cellulari (Meharg and Hartley-Whitaker, 2002). 
Il trasporto ai fusti potrebbe essere supportato da complessi As-tioli (R-SH), soprattutto 
per quanto riguarda la forma chimica di As (III). Tutto questo può portare ad un 
aumento della produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS). Il glutatione è 
precursore delle fitochelatine, che proprio con i loro gruppi tiolici si complessano con 
l’As (III), favorendone l’accumulo nel vacuolo (Petrová et al., 2012).  
Lo stress nella pianta si è evidenziato non solo come riduzione nella resa in biomassa, 
ma anche nell’aumento delle attività enzimatiche coinvolte nello stress ossidativo e 
nella riduzione delle attività fisiologiche legate alle reazioni di fotosintesi e dello 
scambio gassoso. Per determinare i livelli di stress ossidativo in C. sativa, si sono andati 
a vedere i livelli di attività dei vari enzimi coinvolti in questo meccanismo. I risultati 
ottenuti mostrano che il lavoro maggiore di scavenging, dato dall’attività enzimatica, è a 
carico della SOD, un enzima che si ritrova anche a livello dei cloroplasti. Il forte 
aumento dell’attività della SOD, misurata nelle foglie SC è indice dell’aumentata 
produzione di ROS, e quindi di stress ossidativo, che la pianta tende a contrastare 
aumentando l’attività enzimatica. La tesi SC risulta significativamente diversa rispetto 
al CTR, come se la sua prestazione riflettesse una maggiore operosità da parte della 
SOD di piante SC nell’eliminare il radicale superossido. Con il trattamento, quindi nella 
tesi SC-T, si assiste ad un abbassamento dell’attività della SOD, come se il fosfato, noto 
anche per le sue proprietà fertilizzanti e rinvigorenti, diminuisse lo stress. L’attività 
della SOD nel campione SC-T assume quindi valori intermedi e non significativamente 
diversi tra il CTR e l’SC.  
La CAT invece sembra essere meno efficiente della SOD, e lo stesso andamento di 
entrambe le due performance enzimatiche si ritrova nel lavoro di Petrová et al. del 2012, 
dove viene anche sottolineato che fino a che lo stress non diventa più grande della 
capacità difensiva della C. sativa, la risposta principale al metalloide è un aumento 
dell’attività della SOD e una diminuzione della CAT. Un altro aspetto da valutare 
rispetto a questo andamento rilevato, è la presenza della CAT a livello dei perossisomi e 
non dei cloroplasti. Nel dettaglio, non si osservano differenze significative tra i 
campioni SC e SC-T, indicando che il trattamento con fosfato non sembra avere effetto 
su questa attività enzimatica. Poiché l’attività della SOD è risultata aumentata nel 
campione SC rispetto al controllo, ci si aspetterebbe una maggiore produzione di 
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perossido di idrogeno, e quindi degli enzimi deputati alla sua rimozione. Al contrario, 
troviamo una riduzione dell’attività catalasica, suggerendo che l’aumentata quantità di 
perossido di idrogeno si riscontra maggiormente a livello del cloroplasto (dove si 
ritrovano gli enzimi SOD e APX), piuttosto che a livello dei perossisomi (dove si trova 
la CAT).  
L’ascorbato è il principale donatore di elettroni dell’APX, che rimuove il H2O2 grazie al 
GSH e al NADPH, ossidando l’ascorbato. Anche questo enzima quindi è soggetto 
all’aumento delle specie reattive dell’ossigeno, in particolare risponde all’aumentata 
produzione di H2O2 da parte della SOD, trovandosi anch’esso a livello di cloroplasti. Il 
CTR e la tesi SC sono risultati diversi significativamente, mentre la tesi SC-T ha un 
andamento intermedio. Questo andamento è analogo a quello osservato per la SOD, 
confermando la presenza di stress ossidativo indotto dall’As nell’SC, che porta 
all’induzione di enzimi antiossidanti. Anche in questo caso, il trattamento con fosfato 
sembra mitigare lo stress osservato nell’SC-T (Morelli and Scarano, 2004).  
Come si è introdotto poc’anzi, una delle forme dell’As, l’arsenito (AsIII), può legare 
una volta assorbito, proteine con gruppi tiolici liberi (-SH), ma essendo una componente 
fitotossica, può andare ad ossidare le macromolecole, che possono essere ridotte 
nuovamente dal glutatione (o GSH, è molto importante anche e soprattutto nel 
cloroplasto, perché partecipa al ciclo di Halliwell-Asada e rigenera ascorbato ossidato, 
cosa che ci aspettiamo accada perché l'ascorbato è il substrato che dona elettroni 
all'APX, il quale aumenta appunto l'attività con As). Si è perciò presa in considerazione 
l’attività della GR, dove si è visto essere significativamente aumentata nella tesi SC-T 
rispetto al CTR e alla tesi SC, le quali hanno invece un andamento simile. Da questi dati 
si può dedurre che la presenza di As nelle foglie non altera l’attività di questo enzima, 
tuttavia l’aggiunta di fosfato nel terreno sembra incrementare questa attività enzimatica, 
che favorisce la riduzione del glutatione, confermando l’effetto benefico del 
trattamento.  
Indirettamente, grazie a questa misura, si può valutare la quantità di glutatione che è 
stato ossidato e, quindi, il livello di ossidazione generale nella pianta (Morelli and 
Scarano, 2004).  
Lo studio del processo fotosintetico è fondamentale, poiché rappresenta il risultato 
integrato e sintomatico di numerosi processi che riguardano la nutrizione, il traporto, lo 
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stato idrico e gli stress abiotici (Bongi et al., 1988). A livello fisiologico infatti, si è 
andati a valutare gli effetti dell’As sulla fotosintesi nelle foglie di C. sativa. Si è 
osservata una significativa riduzione dell’attività fotosintetica nella tesi SC, espressa 
come assimilazione netta di CO2, rispetto al CTR. Nella tesi SC-T si riscontra un 
leggero aumento nell’attività fotosintetica, complice il trattamento con il 
diidrogenofosfato probabilmente, come indicato per le attività enzimatiche. L’inibizione 
della fotosintesi in presenza di As è stata valuta nel lavoro di Moreno-Jiménez et al 
(2012), dove viene affermato che il metalloide causa clorosi nelle foglie delle piante, a 
causa dell’induzione della diminuzione dei livelli di clorofilla, ovvero un’inibizione 
diretta della sintesi del pigmento. 
Oltre la fotosintesi si è valutata la conduttanza stomatica al vapore acqueo e la 
traspirazione fogliare, dalle quali misurazioni si è riscontrato una tendenza alla chiusura 
degli stomi e quindi ad una diminuita conduttanza (espressa in moli di H2O/m
2 ∙ s) nelle 
tesi cresciute sui suoli contaminati (SC ed SC-T), rispetto al CTR. Una spiegazione a 
questo comportamento da parte degli stomi è da attribuirsi alla presenza dell’As nella 
fase liquida del suolo, che determina un minor apporto idrico dovuto alla chiusura degli 
stomi, e quindi ad una minore efficienza di traspirazione da parte della pianta.  
La concentrazione intercellulare di CO2, che definisce l’efficienza dei cloroplasti a 
fissare il biossido di carbonio, presenta differenze significative tra la tesi SC-T e il CTR, 
ma in generale, si avverte un andamento simile per le tre tesi, che dimostrerebbe che 
l’As non ha un effetto negativo notevole a livello dei cloroplasti.  
In ultima analisi è stata valutata la WUE, dove non si avverte una differenza 
significativa nelle tre tesi, e questo potrebbe portare a pensare ad un adattamento 
dell’utilizzo dell’acqua da parte della pianta, dovuta al rapporto tra assimilazione di CO2 
e traspirazione. La chiusura degli stomi induce sia un minor apporto idrico e un minor 
ingresso di CO2 a livello fogliare, determinando un adattamento da parte della pianta in 
modo tale da poter sfruttare al meglio l’acqua contenuta all’interno e perdere il minor 
quantitativo possibile di vapore acqueo  (Marchiol et al., 2004). 
I dati nel complesso sono incoraggianti e possono essere oggetto di ulteriori test per 
migliorarne l’efficienza. Infatti il fatto che l’As sia già presente nella radice in notevole 
quantità, potrebbe far supporre che il trattamento con agenti potenzianti il processo di 
evapotraspirazione migliori il flusso tra radice e parte aerea, aumentando così 
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l’accumulo del metalloide. E’ noto che l’impiego di certi fitormoni (citochinine) si siano 
dimostrati utili in tal senso (Barbafieri et al., 2013). Si riportano incrementi di circa il 
45% nella traslocazione di Zn e Pb in piante di Helianthus annuus L. cresciute su terreni 
contaminati e trattati con EDTA. Zhao et al. (2011) riporta incrementi importanti 
nell’accumulo di Cr in piante di mexican palo verde (Parkinsonia aculeata L.) trattate 
con kinetina, di circa il 72% nelle foglie. Anche in Cassina et al. (2011) si mostra un 
incremento di oltre il 52% nell’accumulo di Ni in Alyssum bertoloni L., pianta 
iperaccumulatrice di questo metallo. Mentre in Cassina  et al. (2012) vi sono i primi 
risultati per l’impiego della citochinina nella fitoestrazione di Hg con piante di H. 
annuus e Brassica juncea L. in combinazione con l’aggiunta di tio-liganti, evidenziando 
effetti sinergici. Si è visto infatti, che hanno portato ad un effetto combinato nel ridurre 
gli effetti fitotossici del Hg, inducendo così sia un incremento nella biomassa che 
nell’accumulo e traslocazione dell’elemento, ottenendo un incremento netto del 450% 
del Hg fitoestratto. Si è evidenziata inoltre una riduzione di circa il 40% del Hg mobile 
nel terreno contaminato in un solo ciclo di crescita. 
Effetto fitotossico e genotossico dovuto alla contaminazione da As 
Le analisi di fitotossicità e genotossicità condotte in parallelo su C. sativa e su V. faba  
hanno permesso di evidenziare gli effetti tossici del terreno contaminato da As preso in 
esame in questa sperimentazione. Gli endpoints valutati riferibili al danno acuto come la 
germinazione, l’allungamento della radice primaria, la valutazione dell’Indice Mitotico 
e la presenza di anomalie citogenetiche e di micronuclei nei meristemi radicali, hanno 
evidenziato l’influenza negativa dell’esposizione alla matrice contaminata in tutti 
trattamenti analizzati. 
In entrambi i sistemi vegetali l’indice di germinazione e l’allungamento radicale  
risultano ridotti più del 50% rispetto al controllo. I trattamenti effettuati sul suolo 
contaminato da As consistenti in un caso nel trattamento con fosfato SC-T e nell’altro 
caso nel recupero di suolo contaminato da microcosmo dopo una prima vegetazione con 
canapa per 30 giorni, SCV, sono risultati ininfluenti al fine di ridurre la tossicità del 
suolo contaminato tal quale. Questi risultati possono essere spiegati considerando che la 
contaminazione da As raggiungeva livelli molto elevati come accertato dall’analisi 
chimica della concentrazione di As sia come frazione biodisponibile che come As 
totale. 
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Un dato interessante è emerso relativamente al terreno di controllo, CTRV, utilizzato 
dopo essere stato vegetato da canapa per 30 giorni per le prove di fitotossicità su  
V. faba, in quanto questo trattamento ha influito negativamente soprattutto sulla 
capacità germinativa del seme piuttosto che sull’ allungamento radicale. Questo 
risultato può essere spiegato con il possibile rilascio di essudati radicali da parte di 
canapa che successivamente hanno avuto influenza negativa sulla germinazione di  
V. faba per un fenomeno di incompatibilità tra specie vegetali diverse conosciuto come 
allelopatia. 
E’ noto infatti che la canapa produce sostanze allelopatiche, soprattutto a livello 
fogliare, fenomeno considerato in studi precedenti per il controllo di piante infestanti.  
Questi risultati sono in accordo con lavori precedenti eseguiti su orzo in cui è stato 
osservato un’inibizione della germinazione (Bandyopadhyay and Maity, 1995). 
A fronte della riduzione della germinazione e dell’allungamento radicale osservato nei 
diversi trattamenti con il suolo contaminato da As si osserva, come atteso, un’inibizione 
dell’attività mitotica sia in V. faba che in C. sativa (di circa il 40 %) e un aumento della 
presenza di anomalie cromosomiche (fino al 50% delle divisioni mitotiche totali) e di 
micronuclei (0,6%) osservati in V. faba. In canapa è stato possibile determinare solo l’ 
indice mitotico in quanto questa pianta ha cromosomi molto piccoli che non si prestano 
all’osservazione delle anomalie mitotiche e dei micronuclei per lo meno con i protocolli 
standard utilizzati per le analisi citogenetiche da noi effettuate. 
L’effetto inibente sull’attività mitotica dell’As così come l’effetto genotossico dell’As 
con presenza di alterazioni cromosomiche e difetti del fuso mitotico è stato già descritto  
in letteratura e risulta direttamente correlato alla concentrazione dell’As e alla durata 
dell’esposizione; le anomalie più frequenti risultano legate a disturbi del fuso a indicare 
che il principale effetto dell’arsenico è dovuto alla ben nota affinità per i gruppi tiolici 
dei residui cisteinici della tubulina del fuso (Patra et al, 2004). 
Anche in A. cepa si è osservata la riduzione dell’indice mitotico e l’aumento di 
aberrazioni cromosomiche sia in presenza di sodio arsenato che di sodio arsenito 
direttamente correlati alla concentrazione  (Bandyopadhyay, 1997). 
Nella nostra sperimentazione, la pianta modello V. faba ha quindi permesso di valutare 
e quantificare l’elevato effetto fitotossico e genotossico del terreno contaminato del SIN 
in esame, evidenziando inoltre che i trattamenti finora effettuati, consistenti da una parte 
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nell’aggiunta di fosfato (con incremento di As biodisponibile, vedi tesi SC-T, Figura 
23) e dall’altra in una prima vegetazione del suolo con canapa per 30 giorni (in cui l’As 
fitoestratto dalla pianta è risultato molto ridotto, vedi Figura 13), non hanno influito 
sulla tossicità del terreno. Questo indica che le variazioni della concentrazione di As 
disponibile nel suolo dopo i due tipi di trattamento non sono in grado comunque di 
modificare gli effetti fito-genotossici indotti in V. faba. 
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6. CONCLUSIONE 
 
 
In conclusione si può affermare che questo studio ha consentito di valutare un quadro 
generale sul comportamento della C. sativa nel riuscire a crescere su un suolo 
contaminato da elevate concentrazioni di As, con un contenuto totale pari a circa 2000 
mg/kg (circa 40 mg/kg di As biodisponibile).  La presenza del metalloide risulta inibire 
la resa in biomassa, aumenta gli stress ossidativi che si ripercuotono su una maggiore 
attività da parte degli enzimi coinvolti, diminuisce la fotosintesi della pianta e risulta 
fitotossico e genotossico sia per la canapa che per la pianta modello, V. faba. Per quanto 
riguarda l’additivo utilizzato, il diidrogenofosfato di potassio, questo non sembra aver 
funzionato  per un maggiore assorbimento dell’As da parte della pianta, ma piuttosto ha 
apportato benefici nella crescita, comportandosi più da fertilizzante. 
Da questo studio emerge la necessità di testare nuovi trattamenti per incrementare sia la 
crescita, che l’accumulo e traslocazione dell’As nelle parti aeree della pianta, ad 
esempio trattamenti con fitormoni o aggiunta di microrganismi selezionati, che possano 
aumentare la performance fitoestrattiva della canapa. 
Studi futuri saranno improntati sull’analisi dei nuovi trattamenti (selezionati con test in 
microcosmo) su scala di mesocosmo, in cui la pianta potrà completare il suo ciclo vitale 
con maggiore produzione di biomassa, permettendo così di valutare il potenziale 
fitoestrattivo più vicino alle condizioni in campo. 
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